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Einleitung  1 
1. Einleitung 
Krebserkrankungen der Niere treten vergleichsweise selten auf, sind jedoch oft schlecht 
therapierbar. Daher erscheint es geboten, neue Wege der Früherkennung solcher Tumore 
zu entwickeln. Neben dem Einsatz bildgebender diagnostischer Verfahren, bieten sich dafür 
auch biochemische Untersuchungen an. Die vorliegende Arbeit beschäftigt sich in diesem 
Zusammenhang mit der Untersuchung des Auftretens des Enzyms Nikotinamid-N-
Methyltransferase (NNMT) bei einer Form der Krebserkrankung der menschlichen Niere, 
dem klarzelligen Nierenzellkarzinom.  
Aspekte wie interagierende Enzyme und mögliche Ursachen der Entstehung von NNMT 
werden betrachtet.  
1.1. Die Niere 
Die Niere filtert Schadstoffe aus dem Blut und gibt sie über den Urin ab, reguliert den 
Wasserhaushalt und bildet lebenswichtige Hormone. 
Das kleine, paarweise angelegte Organ befindet sich links und rechts neben der 
Wirbelsäule. Die Nieren sind ca. 12 cm lang und befinden sich auf der Höhe der 
11. und 12. Rippe. Mit insgesamt 300 g Gewicht, zählen die Nieren zu den leichteren 
Organen, nur Milz und Schilddrüse sind leichter. Trotzdem filtern die gesunden Nieren 
  
Abbildung 2: Aufbau der Niere modifiziert  
nach [1]. 
Abbildung 1: Schematische Darstellung 
des Nephrons modifiziert nach [2]. 
2  Einleitung 
täglich ein Volumen von ca. 1.600 l Blut, welches direkt aus der Aorta über eine 
Verzweigung (Nierenarterie) in jede Niere gelangt.  
Grob unterscheidet man die außenliegende Nierenrinde und das innere Nierenmark 
(Abbildung 1). Das pyramidenförmige Mark verteilt sich dabei halbmondförmig um das 
Nierenbecken, welches der Austrittsort des Harnleiters ist. Das Nierenbecken besteht aus 
Nierenkelchen, welche den tropfenden Harn auffangen und zum Harnleiter führen. 
Gleichzeitig ist es auch der Eintrittsort für die Nierenarterie, welche das zu filternde Blut 
liefert, zudem der Austrittsort der Nierenvene, welche das gereinigte Blut zur unteren 
Hohlvene ausleitet. Die Markpyramiden des Nierenmarks bilden den Übergang und die 
Verbindung zwischen Nierenkelchen und Nephronen. Die Nephrone bestehen aus 
Nierenkörperchen und Nierenkanälchen (Tubuli), welche die Filtrationseinheit unterhalb der 
Nierenkapsel bilden (Abbildung 2). Eine Million dieser Nephrone in jeder Niere sorgen für 
die optimale Reinigung und Rückresorption des Blutes.  
Die Nierenkörperchen (Glomeruli) mit innenliegendem Kapillarknäuel und umschließenden 
Bowman-Kapsel erhalten als erste das Blut aus der Aorta und filtern toxische Substanzen 
oder Abfallprodukte aus dem Blut. Das Filtrat wird dann in den proximalen Tubulus und den 
distalen Tubulus, mit dazwischenliegender Henle-Schleife, welche ins Nierenmark ragt, 
geleitet. Hier erfolgt die Rückresorption von Elektrolyten, Vitaminen und Wasser. Das 
filtrierte Blut gelangt in das abführende Nierengefäß, die Nierenvene. Auszuscheidende 
Substanzen werden in die jeweiligen großen Sammelrohre geleitet, welche sich in den 
Markpyramiden bündeln und in die Nierenkelche münden. Der verbleibende Sekundärharn 
wird über den Harnleiter zur Harnblase geleitet [3].  
Sollte es zu Funktionseinschränkung der Niere kommen, hat dies vielfältige negative 
Auswirkungen auf den menschlichen Körper. Kommt es beispielsweise zur Unterfunktion 
einer oder beider Nieren, wird dies als chronisches oder akutes Nierenversagen 
(Niereninsuffizienz) bezeichnet. Dabei werden Stoffwechselprodukte und Giftstoffe nicht 
mehr ausreichend aus dem Blut gefiltert und über den Urin abgeführt. Das Verbleiben der 
Substanzen im Blutkreislauf führt zur Vergiftung des Organismus und zur Überwässerung. 
Die Ursachen für das Auftreten der Niereninsuffizienz sind divers. Eine Mangeldurchblutung 
der Niere durch z.B. Blutverlust kann genauso dazu führen, wie eine Vergiftung oder eine 
Schädigung des Nierengewebes durch Medikamente oder toxische Substanzen. Auch eine 
Entzündung der Nieren kann eine Insuffizienz hervorrufen, wobei nicht die gesamte Niere 
betroffen sein muss, sondern nur einzelne Teile, wie z.B. die Nierenkörperchen. Das 
Auftreten der entzündungsbedingten Schädigung kann sich über viele Jahre erstrecken, 
ehe die Erkrankung diagnostiziert wird. Oft zeigen sich unspezifische Symptome, wie 
Mattigkeit, Unwohlsein oder Übelkeit. Des Weiteren können Nierensteine (kristalline 
Einleitung  3 
 
Harnstoffe), gutartige sowie bösartige Tumore in den Nieren Schäden anrichten und damit 
das Stoffwechselgleichgewicht des Körpers erheblich stören [4]. 
1.2. Nierentumore 
1.2.1. Epidemiologie und Klassifizierung 
Nierentumore stellen eine selten auftretende Form der Nierenerkrankung dar. Im Vergleich 
zu anderen Tumorerkrankungen macht der Nierenkrebs nur 3 % aller Krebserkrankungen 
aus. Jährlich verzeichnet Deutschland ca. 15.000 Neuerkrankungen, wobei Erwachsene 
sehr viel häufiger betroffen sind als Kinder und Jugendliche. Besonders häufig tritt die 
Erkrankung zwischen dem sechzigsten und achtzigsten Lebensjahr auf, wobei Männer ⅔ 
der Betroffenen ausmachen [5].  
Als Risikofaktoren gelten Adipositas, chronische Niereninsuffizienz, Rauchen und 
berufliche Expositionen (z.B. durch langjährige Röntgenbestrahlung oder das Arbeiten mit 
halogenierten Kohlenwasserstoffen) [6][7][8]. Auch der genetische Aspekt darf nicht 
unberücksichtigt bleiben, denn sowohl das Von-Hippel-Lindau-Syndrom [9], als auch das 
Birt-Hogg-Dubé-Syndrom [10] werden mit dem Nierenzellkarzinom in Verbindung gebracht.  
Der symptomarme Krankheitsverlauf des Nierenzellkarzinoms zeichnet sich meist durch 
unspezifische Krankheitszeichen wie Müdigkeit, Gewichtsabnahme und Anämie aus. Daher 
werden mehr als die Hälfte der Karzinome zufällig bei anderen abdominalen Diagnostiken 
entdeckt. Dabei sind die niedrigen histologischen Tumorstadien T1 und T2 mit einer 
Häufigkeit von 70 % am meisten vertreten [5].  
Wie viele andere Tumorformen auch, wird das Nierenzellkarzinom nach dem TNM 
Klassifikationssystem in die vier verschiedenen Tumorstadien eingeteilt. Dabei erfolgt die 
Einordnung nach der Größe und dem Verhalten des Primärtumors (T1 - T4), nach dem 
Fehlen bzw. Vorhandensein von Lymphknotenmetastasen (N0 - N1) und nach dem Fehlen 
bzw. Vorhandensein von Fernmetastasen (M0 - M1) [11].  
Ca. 90 % der Nierenkarzinome entfallen auf Nierenzellkarzinome, welche vom Epithel der 
verschiedenen Nephronabschnitte ausgehen. Histologisch dominiert das klarzellige 
Nierenzellkarzinom mit 70 - 80 % der Erkrankungen, gefolgt vom papillären 
Nierenzellkarzinom (ca. 15 % der Erkrankungen) und dem chromophoben Nierenzell-
karzinom [12]. 
4  Einleitung 
1.2.2. Das klarzellige Nierenzellkarzinom 
Das klarzellige Nierenzellkarzinom (engl. clear cell Renal Cell Carcinoma; kurz: ccRCC) 
hat seinen Ursprung in den proximalen Tubuli der Nephrone in der Nierenrinde. Er ist scharf 
begrenzt und von dottergelber Farbe. Der Tumor tritt zumeist nur in einer der beiden Nieren 
auf und entwickelt mit steigendem Tumorstadium Einblutungen und Nekrosen [13].  
Unter dem Mikroskop zeigen sich die Zellen mit einem klaren Zytoplasma bei einer 
Hämatoxylin/ Eosin Färbung. Ursächlich dafür sind die Einlagerungen von Fetten und 
Glykogen in die Zelle, welche nicht gefärbt werden können (Abbildung 3) [15].  
 
Das klarzellige Nierenzellkarzinom gilt als langsam wachsender Tumor, dessen Auftreten 
mit der Von-Hippel-Lindau-Krankheit (kurz VHL) in Verbindung gebracht wird. 
1.2.3. Von-Hippel-Lindau-Krankheit und klarzelliges Nierenzellkarzinom 
Die autosomal dominant vererbbare Von-Hippel-Lindau-Krankheit ruft bei 20 – 70 % der 
Erkrankten ein klarzelliges Nierenzellkarzinom hervor, wenn eine Doppelmutation des Von-
Hippel-Lindau-Gens vorliegt [13]. Es können weitere maligne und benigne Tumore durch 
die Mutation am Chromosomen 3p des Von-Hippel-Lindau-Gens auftreten, so beobachtet 
im ZNS, Niere, Nebenniere, Bauchspeicheldrüse und anderen Organen [16]. Beginnende 
Sehschwäche, bis hin zur Blindheit bei Patienten ab dem zwanzigsten Lebensjahr, sind oft 
die ersten Anzeichen für eine VHL-Genmutation. Erst im weiteren Verlauf bilden sich 
zusätzliche Symptome heraus, die dann zu einer eher zufälligen Diagnose der VHL-
Krankheit führen.  
Abbildung 3: Vergleichende histologische Darstellung (A) gesunden Nierengewebes mit dem 
Gewebe eines (B) klarzelligen Nierenzellkarzinoms [14][15]. 
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Abbildung 4: Vergleich der Regulation von HIF-1α unter Normoxie und Dysregulation bei 
vorliegender VHL-Inaktivierung modifiziert nach [17]. 
Das Von-Hippel-Lindau-Protein (VHL) stellt sich als ein Tumorsuppressorprotein dar. 
Verschiedenste Mutationen am Gen führen zu einem funktionsunfähigen oder 
funktionseingeschränkten Protein. Unter Normoxie sorgt das Protein VHL für die 
Inaktivierung der Untereinheit 1α des Hypoxie-induzierter Faktors (HIF) durch dessen 
Ubiquitinylierung und anschließendem proteosomalen Abbau (Abbildung 4). Eine 
Fehlfunktion von VHL führt zu einer Aktivierung von HIF-1α, dessen Dimer (HIF-1α und 
HIF-1β) darauf eine Lokalisationsänderung des HIF vom Zytosol in den Kern vornimmt und 
die Transkription von Wachstumsfaktoren veranlasst. Das nun chronisch vermehrte 
Auftreten von Faktoren wie VEGF (engl. Vascular Endothelial Growth Factor), PDGF (engl. 
Platelet Derives Growth Factor) oder TGF-α (engl. Transforming Growth Factor) führt zur 
Vaskulogenese, Angiogenese, Mitogenese und Proliferation. Die Mutation imitiert damit 
schlussendlich hypoxieähnliche Zustände in den Zellen [18].  
  
6  Einleitung 
1.3. Diagnostik des klarzelligen Nierenzellkarzinoms 
Die Diagnostik von Nierentumoren beginnt mit einer sorgfältigen Anamnese und kompletter 
körperlicher Untersuchung, denn in fortgeschrittenen Stadien ist ein Nierentumor durchaus 
tastbar. Größtenteils handelt es sich bei den Diagnosen aber um Zufallsbefunde, die bei 
der Nutzung bildgebender Verfahren, aber auch im Rahmen von Labordiagnostik auftreten.  
1.3.1. Bildgebende Diagnostik 
Die zuverlässigste Methode ist die Ultraschall-Sonographie. Für die Anwendung dieses 
nicht-invasiven Verfahrens eigenen sich die Nieren gut, denn sie gehören mit ihrer 
Echogenität zu den gut untersuchbaren Organen. Liegt ein Nierentumor vor, erkennt man 
im Ultraschallbild eine klar abgegrenzte und verdichtete Raumforderung. Weitere Methoden 
sind, bei ausreichender Nierenfunktion, die Computertomographie unter Nutzung 
jodhaltiger Kontrastmittel, sowie die Magnetresonanztomographie bei Kontrastmittel-
unverträglichkeit. Ergänzt werden diese Diagnostikverfahren durch Blut- und Urinunter-
suchungen. 
1.3.2. Biochemische Diagnostik 
Fehlfunktionen der Niere sind sowohl im Blutbild als auch im Urin erkennbar, ob es sich 
dabei jedoch um ein Nierenzellkarzinom handelt, ist nach dem heutigen Stand ohne 
bildgebende Diagnostik nicht ermittelbar. 
Veränderung des Blutsbildes in Form einer Anämie (Hämoglobin- oder Erythrozyten-
mangel) sind unspezifische Befunde, können jedoch auf eine Nierenerkrankung hin- 
deuten [19]. Ebenfalls unspezifisch ist die Betrachtung der Erythrozytensedimen-
tationsrate, welche bei Veränderungen u.a. entzündliche Erkrankungen wiederspiegelt. 
Darunter können auch Nierenfunktionsstörungen fallen, jedoch auch weitere Krankheiten 
wie Leukämie oder Leberzirrhose [20]. 
Proteine im Urin deuten immer auf Fehlfunktionen der Niere hin. Die Identifikation von 
krankheitsspezifischen Proteinen zur Früherkennung zählt zu den meisten Forschungs-
ansätzen. Eine dieser Studien von Morrissey et al. aus dem Jahr 2015 zeigte, dass das 
Vorkommen von Aquaporin 1 und Perilipin 2 in Relation mit dem Auftreten eines Nierenzell-
tumors der Patienten steht [21].  
Insgesamt ist die Identifizierung von Tumormarkern für das Nierenzellkarzinom, speziell für 
das klarzelligen Nierenzellkarzinoms noch ausbaufähig.  
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1.4. Therapiemöglichkeiten 
Eine Anwendung der nichtinvasiven Chemo- oder Strahlentherapie stellt keine Option bei 
der Behandlung des Nierenkarzinoms dar [22]. Daher ist die chirurgische Resektion des 
Tumors der Niere das Standardverfahren. Je nach Tumorstadium wird dabei eine partielle 
Nephrektomie, unter Erhalt gesunden Gewebes oder die radikale Nephrektomie 
angewendet. Meist wird die partielle Nephrektomie nur im T1 Tumorstadium durchgeführt, 
selten auch im T2 Stadium. Über dieses Stadium hinausgehende Tumore werden gänzlich 
mit der Gerota-Faszie, der ipsilateralen Nebenniere und den regionalen Lymphknoten 
entfernt [8].  
Eventuelle Fernmetastasen können in fast allen Körperregionen auftreten, am häufigsten 
jedoch sind Lunge, Skelet, Leber und Gehirn betroffen. Beim metastasierten Nieren-
zellkarzinom erfolgt im Anschluss an die Operation immer eine palliative Therapie. Ziel 
dieser ist es, die Erkrankung zu stabilisieren und das Überleben des Patienten zu 
verlängern. Die früher genutzte Immuntherapie mit Interleukin-2 und Interferon-α wird kaum 
noch angewendet [23][24]. Neue, zielgerichtete Therapien bei metastasierenden 
Nierenzellkarzinomen gehen gegen die VEGF-, PDGF- und mTOR- (engl. mechanistic 
Target of Rapamycin) Signalwege vor, da die Überexpression dieser Faktoren 
proliferationsfördernd wirkt. Bei den sogenannten „Target-Therapien“ können zehn 
unterschiedliche Inhibitoren für die Behandlung eingesetzt werden. Zum Einsatz kommen 
die Tyrosinkinase-inhibitoren wie Sunitinib [25], Sorafenib [26] oder Pazopanib [27] und der 
VEGF-Inhibitor Bevaciziumab [28], sowie die mTOR-Inhibitoren Everolimus [29] oder 
Temsorilimus [30]. Jedoch konnte auch hier gezeigt werden, dass nicht alle Patienten 
gleicherweise von diesen Therapien profitieren [31]. 
1.5. Forschungsansatz 
Wie in den vorherigen Ausführungen gezeigt wurde, besteht die häufigste Therapie beim 
Nierenkarzinom in einer radikalen Nephrektomie. Auch wenn das Leben mit nur einer 
funktionierenden Niere vereinbar ist, wäre der Erhalt einer tumorösen Niere durch eine 
frühzeitige Operation mit Teilresektion wünschenswert.  
Die Früherkennung von Nierenzellkarzinomen durch biochemische Methoden könnte dafür 
einen wichtigen Beitrag leisten. 
Verschiedene Studien beschreiben bei Tumorerkrankungen eine Erhöhung des Enzyms 
NNMT (Nikotinamid-N-Methyltransferase) im Tumorgewebe, so beim Glioblastom [32] und 
bei Tumoren der Schilddrüse [33], der Lunge [34], der Blase [35] und der Niere [36]. Zhang 
et al. zeigten damit, dass bereits ab dem T1-Stadium des Nierenzellkarzinoms stark erhöhte 
Expressionen bei 74 % der Patienten nachgewiesen werden können. Damit kommt NNMT 
als früher Tumormarker in Frage und soll daher in dieser Arbeit charakterisiert werden. 
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1.6. Nikotinamid-N-Methyltransferase (NNMT) 
Viele der im Körper anfallenden Stoffwechselprodukte und aufgenommenen Fremdstoffe 
können, aufgrund ihrer lipophilen Eigenschaft, nicht direkt über den Harn oder den Stuhl 
ausgeschieden werden. Akkumulationen dieser Substanzen können sich toxisch auf den 
Körper auswirken. Ein wichtiger Schritt der Entgiftung ist daher der Vorgang der 
Biotransformation in der Leber.  
Enzyme spielen hierbei eine entscheidende Rolle. In mindestens zwei Schritten werden die 
Fremdstoffe und Stoffwechselprodukte durch Funktionalisierungsreaktionen und 
anschließende Konjugationsreaktionen auf die Ausscheidung über die Nieren vorbereitet.  
Eines der Enzyme für die Konjugationsreaktionen ist Nikotinamid-N-Methyltransferase 
(NNMT), wenn gleich es nicht das Wichtigste der Methylierungsenzyme ist [37][38]. Das 
Leberenzym katalysiert die N-Methylierung von Nikotinamid (NAM), sowie Pyridinen und 
strukturell ähnlichen Analoga [39][40]. Dieses Enzym nutzt dabei den Methyldonor S-
Adenosylmethionin (SAM), welcher durch Methylgruppenabgabe zu S-Adenosylhomo-
cystein (SAH) umgesetzt wird [41][42].  
Im Jahre 1994 wurden erste Untersuchungen zum Thema humane und murine NNMT 
veröffentlicht. Diese gliedern die kanonische Genstruktur in drei Exons und zwei Introns auf 
und verorten diese auf dem p-Arm des humanen Chromosomens 11, bzw. beim murinen 
Chromosomen 9. Die transkribierte mRNA umfasst 1.579 Basenpaare und wird zu 
264 Aminosäuren translatiert [41]. Das 29 kDa kleine Protein wird stark in der Leber 
exprimiert und in niedrigeren Proteinmengen auch im adipösen Gewebe, in Muskelzellen, 
der Aorta und verschiedenen mesenchymalen Zelltypen [43]. Weitere Veröffentlichungen 
zeigen eine erhöhte NNMT-Expression in unterschiedlichsten Tumorgeweben der Blase 
[35], dem Darm [44], der Lunge [34] und beim klarzelligen Nierenzellkarzinom [45]. Anhand 
von Krebszellen konnte gezeigt werden, dass die Transkriptionsfaktoren STAT3 (engl. 
Signal transducer and activator of transcription 3) und HNF1β (engl. Hepatocyte nuclear 
factor 1β) für diese erhöhte Promotoraktivität von NNMT verantwortlich sind [46][47]. 
Im Gegensatz dazu zeigt sich beim hepatozellulären Karzinom eine Abnahme der NNMT-
Expression [48]. 
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Beteiligung der Nikotinamid-N-Methyltransferase am 
Nikotinamidadenindinukleotid (NAD) - und Methioninstoffwechsel 
Die Reaktion von NNMT kann in vielerlei Hinsicht mit weiteren Enzymen in Zusammenhang 
gebracht werden (Abbildung 5).  
NNMT ist aktiv am Nikotinamidadenindinukleotid (NAD)-Metabolismus beteiligt, da das 
Enzym eine Vorstufe von NAD synthetisiert. So ist Nikotinamid (NAM) das Edukt für ein 
weiteres Enzym, der Nikotinamid-Phosporibosyltransferase (NAMPT), welches ein 
Zwischenprodukt für die NAD+-Synthese synthetisiert. Das konkurrierende Verhältnis ist 
nicht ausgeglichen, denn die Michaelis-Menten-Konstante (KM) von NNMT bzw. NAMPT 
zeigt deutlich, dass die Ribosylierung der Methylierung vorgezogen wird. Mit einem KM-Wert 
von 347 µM weist NNMT [49] einen deutlich größeren Wert auf, als NAMPT mit  
0,92 µM [50].  
 
Abbildung 5: Schematische Darstellung des zentralen Enzyms Nikotinamid-N-
Methyltransferase im Nikotinamidadenindinukleotid (NAD) - und Methioninstoffwechsel. 
Verschiedene Veröffentlichungen legen nahe, dass NAD-abhängige Enzyme durch NNMT 
beeinflusst werden. Neben dem Mitochondrienkomplex I, verschiedenen Oxidoreduktasen 
und ADP-Ribosyltransferasen (PARPs), gehören die Sirtuine zu den NAD-Cosubstrat-
nutzenden Enzymen [51][52]. Diese agieren als Deacetylasen und ADP-Ribosyl-
transferasen [53][54].  
Neben dem NAD-Metabolismus beeinflusst NNMT auch SAM-abhängige Methyl-
transferasen, begründet durch die Nutzung des Methyldonors SAM. Damit könnten indirekt 
auch die Histon- und DNA-Methylierung betroffen sein [55]. 
10  Einleitung 
Weiterhin fungiert N1-Methylnikotinamid (MNAM) als gutes Edukt für die Aldehydoxidase 1 
(AOX1). Das Enzym kann das Produkt von NNMT oxidieren, so dass die Produkte N1-
Methyl-2-pyridon-5-Carboxamid (2-Py) und N1-Methyl-4-pyridone-3-carboxamid (4-Py) 
entstehen können [56][57]. Diese Produkte sowie MNAM werden speziesabhängig in den 
Urin abgegeben [58][59][60].  
1.7. Nikotinamid-N-Methyltransferase interagierende Enzyme 
1.7.1. Sirtuine 
Histon-Deacetylasen sind Enzyme, die durch ihre Modifikationsfähigkeit die Transkription 
der DNA regeln. Bei Eukaryonten werden diese in verschiedene Klassen eingeteilt, wobei 
die Klasse II von den Sirtuinen gebildet wird. Diese multifunktionelle Enzymfamilie zeichnet 
sich auch durch ihre ADP-Ribosyltransferaseaktiviät aus [53][61]. Neuste Studien zeigen, 
dass nicht nur Acetyl-Gruppen auf NAD übertragen, sondern auch Acylreste entfernt 
werden können. Daher ist die Bezeichnung Deacylase für ein Sirtuin zutreffender 
[62][63][64]. Die Sirtuine sind bei verschiedensten Lebewesen hoch konserviert und in 
unterschiedlicher Anzahl vorhanden. Während die Hefe Saccharomyces cerevisiae mit Sir2 
nur ein einzelnes Sirtuin besitzt, weisen Menschen sieben Sirtuine auf [65]. Sie 
unterscheiden sich in ihren Substraten, bedingt durch unterschiedliche Lokalisationen in 
der Zelle (Abbildung 6) [66]. Auch die Gensequenzen der einzelnen Sirtuine befinden sich 
auf den unterschiedlichsten Chromosomen. 
 
Abbildung 6: Lokalisation der sieben Sirtuine in humanen Zellen modifiziert nach [66]. 
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Die sieben humanen Sirtuine werden aufgrund ihrer Sequenzhomologie in vier Gruppen 
eingeteilt:  
• Die erste Gruppe besteht aus SIRT1, SIRT2 und SIRT3. Das meist untersuchte 
Sirtuin SIRT1 befindet sich hauptsächlich im Kern der Zelle, wurde aber auch 
situationsbedingt im Zytosol gefunden [67]. SIRT2 besitzt ebenfalls die Fähigkeit 
zwischen Kern und Zytoplasma zu shutteln, wobei es überwiegend im Zytoplasma 
vorzufinden ist [68]. Im Gegensatz dazu ist SIRT3 ausschließlich in den 
Mitochondrien lokalisiert.  
• Die zweite Gruppe besteht einzig aus SIRT4, welches nur eine ADP-
Ribosyltransferaseaktivität besitzt und ebenfalls in den Mitochondrien lokalisiert ist.  
• Die dritte Gruppe mit dem mitochondrialen SIRT5 zeigt eine Besonderheit, denn das 
Enzym deaceliert ausschließlich [63].  
• Die letzte Gruppe besteht aus den zwei Sirtuinen SIRT6 und SIRT7, welche im Kern 
lokalisiert sind. 
Bei den Substraten der Sirtuine dominieren die Histone, zudem werden u.a. Cytrochrom c, 
p53, PARP1 (Poly(ADP-Ribose)-Polymerase), FOXO1 (engl. Forkhead box protein O1) 
und Ku70 ebenfalls modifiziert. Ob die reversible Deaceylierung das Protein inhibiert oder 
aktiviert, ist proteinabhängig. Die darin involvierten Prozesse erstrecken sich von der DNA-
Reparatur, der Glucosehomöostase und der Differenzierung, über den Zellzyklus, die 
Zellalterung, die Stressregulation bis hin zur Apoptose [69][70]. 
Interessanterweise zeigen unterschiedlichste Studien, dass die Reaktion der Sirtuine durch 
ihr eigenes Produkt, das NAM (Nikotinamid), gehemmt wird [71]. 
Die Sirtuine rücken immer öfter in den Fokus der Betrachtung von Tumoren, da eine 
Vielzahl der modifizierten Proteine bei entarteten Zellen eine Rolle spielen [72]. Neuerdings 
hat die Kosmetikindustrie Sirtuine für sich entdeckt, wo sie als effektive Anti-Aging-
Reagenzien vermarktet werden [70]. Zu guter Letzt gibt es sogar eine „Sirt-Diät“, bei der 
unter anderem der Schutz vor Krebserkrankungen und eine Lebensverlängerung als 
angebliche Wirkung der sirtuinreichen Nahrung angepriesen wird [73]. 
1.7.2. Nikotinamid-Phosphoribosyltransferase (NAMPT) 
In der Redoxchemie ist NAD+ ein essentieller Cofaktor für viele Enzyme. Die 
unterschiedlichsten Prozesse sind abhängig von der Regeneration von NAD+ aus dem 
freien NAM. Daher ist die Nikotinamid-Phosphoribosyltransferase (NAMPT), auch pre-B-
cell colony-enhancing factor 1 oder Visfatin genannt, das effektivste Enzym für die 
Auffüllung der NAD+-Reserven [74]. Es synthetisiert ein phosphoribolysiertes 
Mononucleotid aus NAM, unter der Reaktion mit Phosphoribosylpyrophosphat (PRPP), 
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welches zu Pyrophosphat (PP) abgebaut wird. Unter der Voraussetzung eines 
phosphorylierten Histidins (H237) hat NAMPT eine sehr geringe Michaelis-Menten-
Konstante für NAM von 5 nM [75][76]. Damit liegt sie deutlich niedriger als das 
konkurrierende Leberenzym  
NNMT [49]. Nicht nur in den Hepatozyten, auch in allen weiteren Zelltypen kann NAMPT 
nachgewiesen werden [77].  
Mehrere Studien zeigten einen Zusammenhang von NAMPT mit den NAD-abhängigen 
Sirtuinen, welche durch die Überexpression in Säugetierzellen von NAMPT aktiviert wurden 
und zu einer gesteigerten Lebensdauer führte [78][79]. So stellt auch die Lokalisation von 
NAMPT innerhalb der Zelle keine Überraschung dar. NAMPT ist im Zytoplasma, im Kern, 
in den Mitochondrien und im extrazellulären Raum zu finden, da so die unterschiedlichsten 
Enzyme mit NAD bedient werden können.  
Ein erhöhter Energiebedarf in Form von NAD bei Tumorzellen spiegelt sich in 
unterschiedlichsten Tumorformen in erhöhten Expressionsmengen von NAMPT wieder, so 
gefunden im Darm [80], der Prostata [81], den Eierstöcken [82] und dem Magen [83]. 
1.7.3. Methioninadenosyltransferase 2B (MAT2B) 
Die essentielle Aminosäure Methionin ist neben Cystein die einzige schwefelhaltige 
Aminosäure. Sie kommt in allen Proteinen von Lebewesen vor, da sie vom Startcodon der 
mRNA bei allen Proteinen bei deren Synthese gebildet wird. Weiterhin dient Methionin dem 
Organismus zur Herstellung von Cystein und ist Ausgangsprodukt für die Synthese von 
Polyaminen. Zudem fungiert es als Methyldonor. Dafür muss es mit Adenosintriphosphat 
(ATP) verknüpft werden, denn nur die aktive Form S-Adenosylmethionin (SAM) kann von 
ca. 200 bekannten Methyltransferasen genutzt werden [84].  
Dazu gehört auch NNMT. Wurde die Methylgruppe abgetrennt, kann das zurückbleibende 
S-Adenosylhomocystein (SAH) zu Homocystein umgewandelt und so wieder Methionin 
zurückgewonnen werden. Die Aktivierung von Methionin durch ATP wird durch die 
Methioninadenosyltransfrase (MAT) ermöglicht (Abbildung 5).  
Die MAT vom Bakterium bis zum Säugetier weist vor allem in den Regionen ihrer 
regulatorischen Funktionalität hoch konservierte Strukturen auf [85]. Es benötigen alle 
Säugetierzellen SAM, wovon der größte Anteil in der Leber generiert wird.  
Es existieren insgesamt drei Gene für MAT bei Säugetieren. Die Gene MAT1A und MAT2A 
werden in die katalytischen Untereinheiten MATα1 und MATα2 exprimiert, welche beide in 
Dimeren oder Tetrameren auftreten können. Das Gen MAT2B codiert für die regulatorische 
Untereinheit MATβ, wovon es die Isoformen V1 und V2 gibt. Ein Tetramer von MATα1 oder 
MATα2, sowie zwei Einheiten der jeweiligen MATβ Isoform bilden einen aktiven 
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Enzymkomplex [86]. Obwohl die α-Untereinheiten eine 84 %ige Homologie, sowie dieselbe 
Faltung aufweisen, ist die Interaktion von MAT2A mit MAT2B sehr viel ausgeprägter, als 
die mit MAT1A. Ursächlich dafür könnte SAM sein, da es die MAT1A-Expression aktiviert 
und die Expression von MAT2A gemindert wird [87]. Daher ist die resultierende räumliche 
Trennung der alpha-Untereinheiten eine logische Konsequenz. MAT1A wird hauptsächlich 
in Hepatozyten von Erwachsenen exprimiert, während MAT2A in allen Zelltypen weit 
verbreitet ist und mit Differenzierung und Apoptose in Zusammenhang gebracht wird [88]. 
Der funktionelle Unterschied der alpha-Untereinheiten wird auch durch die Veröffentlichung 
von Cai et al. deutlich, welche einen Wandel der Genexpression von MAT1A zu MAT2A in 
Leberkarzinomzelllinien zeigten [89]. Abschließend konnte auch gezeigt werden, das die 
regulatorische MAT2B Untereinheit nur bei der MAT2A eine Halbierung der KM-Konstante 
für Methionin (auf 34 µM) bewirkt [90].  
1.7.4. Aldehydoxidase 1 
Die Aldehydoxidase (AOX1) kommt hauptsächlich im Zytoplasma von Leberzellen vor [91]. 
Beim AOX1-Gen finden sich 35 codierende Exons, die eine mRNA-Länge von 4.949 bp 
ergeben, welche die Grundlage für ein 148 kDa großes Protein bilden. Das Enzym gehört 
der Xanthinoxidase-Familie an und gehört damit zu den wenigen Enzymen die Molybdän 
als Cofaktor benötigen [92]. Das aktive Enzym ist ein Dimer und jedes Monomer bindet mit 
dem C-Terminus neben Molybdän, auch ein [2Fe2S] Cluster mit der N-terminalen Domäne 
und dem Flavin-Adenin-Dinukleotid im zentralen Teil [93]. Das auf dem humanen 
Chromosomen 2 lokalisierte Gen für AOX1 exprimiert nur ein funktionierendes Enzym. Im 
Gegensatz dazu gibt es bei anderen Wirbeltieren mehrere aktive Aldyhydoxidasen, wobei 
die Ratte mit vier Formen die meisten davon besitzt [94].  
In der humanen Leber ist AOX1 für die Umwandlung von Aldehyden zu Carbonsäuren 
zuständig. Zusätzlich reguliert es dadurch die Homöostase von reaktiven 
Sauerstoffspezien, da Wasserstoffperoxid bei dieser Reaktion frei wird. Das Enzym AOX1 
kann auch Nikotin zu Contin oxidieren und ist damit an der Biotransformation und dem 
Tryptophanstoffwechsel beteiligt [57]. Biotransformationen werden auch in anderen 
Gewebezellen benötigt, daher ist das Enzym AOX1 auch in der Lunge, der Niere, den 
Fettzellen und den Skelettmuskeln zu finden [95][96].  
Eine wichtige Funktion von AOX1 ist die Oxidation von N1-Methylnikotinamid, so dass die 
zwei Produkte N1-Methyl-2-pyridon-5-Carboxamid (2-Py) und N1-Methyl-4-pyridone-3-
carboxamid (4-Py) entstehen. Diese Produkte werden ebenso wie MNAM in den Urin 
abgegeben [58]. Über die Rolle und Funktion von AOX1, außerhalb seiner oben genannten 
Funktionen, ist noch wenig bekannt.  
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1.8. Zielstellung dieser Arbeit 
Verschiedene Studien beschreiben bei Tumorerkrankungen eine Erhöhung des Enzyms 
Nikotinamid-N-Methyltransferase (NNMT). In der experimentellen Arbeit sollen die 
Expression und die Einflüsse dieses Enzyms beim klarzelligen Nierenzellkarzinom (ccRCC) 
untersucht werden.  
Nach der Modulation der NNMT-Expression in den verschiedenen Zelllinien HEK-293,  
786-O, 769-P, Caki-1 und Caki-2 soll das Proteommuster charakterisiert werden und 
eventuelle Unterschiede dargestellt und verifiziert werden. Hier finden sowohl 
molekularbiologische als auch biochemische Methoden Anwendung. Über die 
massenspektrometrische Analyse können interessante Kandidaten identifiziert und 
quantifiziert werden. 
Des Weiteren wurde die Einflussnahme der erhöhten NNMT-Expression auf ausgewählte, 
interagierende Proteine und Enzyme u.a. mittels RNA- und Proteinanalysen nachgewiesen.  
Um die Ursache einer veränderten NNMT-Expression näher zu untersuchen, sollen 
verschiedene Substanzen wie Nikotinamid (NAM) und Interleukin-6 (IL-6) in die 
Betrachtung integriert werden.  
Die Ergebnisse dieser Untersuchungen sollen dazu dienen, die biochemischen 
Zusammenhänge einer veränderten Expression von NNMT besser zu verstehen und damit 


















Gerät Gerätebezeichnung Hersteller 
CO2-Inkubator 
CO2 cell MMM GmbH, München 
Modell C 170 
Fa. BINDER GmbH, 
Tuttlingen 
Cycler 
C 1000 Thermal Cycler CFX 
96 RT System 
Bio-Rad Laboratories 
GmbH, München 
Mastercycler Personal Eppendorf AG, Hamburg 
Elektrophoresekammer 
B1A EasyCast Gel System 
Thermo Fisher Scientific 
Inc., Waltham, USA 
Minigel - Twin Biometra GmbH, Göttingen 
Multigel (11 x 7 cm) Biometra GmbH, Göttingen 
Maxigel (20 x 7 cm) Biometra GmbH, Göttingen 







Biometra GmbH, Göttingen 
Elektroporator ECM® 830 BTX, Massachusetts, USA 
Filmkassette Curix screens Kassetten 






PROTEAN i12TM IEF Cell 
Bio-Rad Laboratories 
GmbH, München 




Grant BT1 Block 
Thermostat 
Grant Instruments Ltd., 
Shepreth, England 
Grant QBT4 
Grant Instruments Ltd., 
Shepreth, England 
Hybridisierungsofen 400 HY-E Bachofer, Reutlingen 
Inkubator 
InnovaTM 4330 Refrigated 
Incubator Shaker 
New Brunswick Scientific 
Co., New Jersey, USA 
Personal Incubator B15 Heraeus GmbH, Osterode 
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Olympus, Center Valley, 
USA 
Sicherheitswerkbank 
BIOHIT VBH-72-MP Biohit, Helsinki, Finnland 
Safe 2020 






LTQ Orbitrap XLTM 
Thermo Fisher Scientific 
Inc., Waltham, USA 
Massenspektrometrie 
MALDI-TOF/ TOF 
4800 Plus MALDI TOF/ 
TOF Analyzer 
ProteoChem , Hurricane, 
USA 






Olympus, Center Valley, 
USA 
Leica TCS SP5 mit Suite 
Advanced Fluorescence 
Application 
Leica Microsystems GmbH, 
Wetzlar 
Telaval 31 Carl Zeiss AG, Oberkochen 
Mikrowelle R-212 Sharp, Hamburg 
Mixer 
Labdancer S40 
VWR International GmbH, 
Darmstadt 
Mono-Mixer 
Sarstedt AG & Co. KG, 
Nümbrecht 
Multi-Rotator 
Rotationsmischer 5432 Eppendorf AG, Hamburg 
MultiBio RS-24 Biosan, Lettland 
pH-Meter FE20-FiveEasyTM pH Mettler Toledo, Gießen 
Photometer 
BioPhotometer Eppendorf AG, Hamburg 
Helios β 
Thermo Fisher Scientific 
Inc., Waltham, USA 




Thermo Fisher Scientific 
Inc., Waltham, USA 
Pipetten 
0,5 - 10 µl Proline Biohit, Helsinki, Finnland 
5 - 50 µl Proline Biohit, Helsinki, Finnland 
50 - 200 µl Proline Biohit, Helsinki, Finnland 
100 - 1.000 µl Proline Biohit, Helsinki, Finnland 
500 - 5.000 Proline Biohit, Helsinki, Finnland 
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Gerät Gerätebezeichnung Hersteller 
Pumpe 
M2K3 
SCHEGO Schemel & Goetz 
GmbH & Co KG, Offenbach 
BVC control Vaccubrand, Wertheim 
Rollinkubator RM5 
Hecht Assistent, Altnau TG, 
Schweiz 











Ultrschallsonde UP 400S Hielscher, Teltow 
Vakuumzentrifuge Concentrator plus Eppendorf AG, Hamburg 
Waage 
Analysewaage BP160P Satorius AG, Göttingen 
PT 1200 Satorius AG, Göttingen 
Wasserbad 
SW-20C Julabo, Seelbach 
WiseCircu Witeg, Wertheim 
Western Blot Semi-dry Blotter Armin Baack, Schwerin 
Wippschüttler 
3013 GFL, Burgwedel 
Uniequip Unitwist-RT Armin Baack, Schwerin 




5402 Eppendorf AG, Hamburg 
5415R Eppendorf AG, Hamburg 
CR 312 Jouan, Uterhaching 
MicroStar 17R 
VWR International GmbH, 
Darmstadt 
Rotina 48 R Hettich, Bäch, Schweiz 
Universal 320R Hettich, Bäch, Schweiz 
Rotilabo®-Zentrifuge 
Carl Roth GmbH + Co KG, 
Karlsruhe 
MPS 1000 Microplate 
Spinner 
VWR International GmbH, 
Darmstadt 
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2.2. Verbrauchsmaterialien 
Verbrauchsmaterial Hersteller 
1,5 ml Gewindeflasche VWR International GmbH, Darmstadt 
13 ml Röhrchen Sarstedt AG & Co. KG, Nümbrecht 
15 ml Röhrchen Sarstedt AG & Co. KG, Nümbrecht 
50 ml FalconTM BD Biosciences, Heidelberg 
8 mm Schraubdeckel, Weiß/ Rot VWR International GmbH, Darmstadt 
96-Well-Mikroplatte Greiner Bio-One GmbH, Frickenhausen 
BD Discardit II Spritze; 5 ml BD Biosciences, Heidelberg 
BZO Seal Film-Adhesive Optical Film 
Biozym Scientific GmbH, Hessisch 
Oldendorf 
Deckgläser, rund Carl Roth GmbH + Co KG, Karlsruhe 
Deckgläschen R. Langenbrinck GmbH, Emmendingen 
Disposable Glass Pasteur Pipetten  
150 mm; 230 mm 
VWR International GmbH, Darmstadt 
Einmalküvetten, Polystyrol, Halb-Mikro Carl Roth GmbH + Co KG, Karlsruhe 
Einmalküvetten, Polystyrol, Makro Carl Roth GmbH + Co KG, Karlsruhe 
Eppendorfreaktionsgefäß 5 ml Eppendorf AG, Hamburg 
Filterpapier Whatman GmbH, Dassel 
Gel-Side Down Electrode Wicks Bio-Rad Laboratories GmbH, München 
Gewebekulturflasche 25 cm2 Greiner Bio-One GmbH, Frickenhausen 
Gewebekulturflasche 75 cm2; 175 cm2 Sarstedt AG & Co. KG, Nümbrecht 
Gewebekulturplatte 6-Well; 12-Well;  
24-Well; 48-Well; 96-Well 
Greiner Bio-One GmbH, Frickenhausen 
Handschuhe Sterling Nitrile Kimberly-Clark GmbH, Koblenz 
ImmobilineTM DryStrip pH 3 - 10 NL, 11 cm GE Healthcare GmbH, Solingen 
Kryoröhrchen mit Innengewinde Carl Roth GmbH + Co KG, Karlsruhe 
Medical X-Ray-Screen Film Blue Sensitive RP New-Bema GmbH, Peißenberg 
Micro-Insert 0,1 ml; Klarglas VWR International GmbH, Darmstadt 
Nitrocellulosemembran GE Healthcare GmbH, Solingen 
Pasteurpipette 3,5 ml Sarstedt AG & Co. KG, Nümbrecht 
PCR Soft Tube 0,2 ml 
Biozym Scientific GmbH, Hessisch 
Oldendorf 
Pipettenspitze 5 ml Brand GmbH + Co KG, Werthheim 
Pipettenspitzen 0,1 - 10 µl Carl Roth GmbH + Co KG, Karlsruhe 
Pipettenspitzen- Biosphere Filter Tips  
0,1 - 10 µl; 100 µl; 200 µl; 1250 µl 
Sarstedt AG & Co. KG, Nümbrecht 
Pipettenspitze-Safe Seal Surphob Spitzen 
Biozym 100 µl; 200 µl; 1000 µl 
Sarstedt AG & Co. KG, Nümbrecht 
Reservoir, V-Bottom, 55 ml 
Sorensen BioScience, Salt Lake City, 
USA 
Reaktionsgefäß 1,5 ml; 2 ml Sarstedt AG & Co. KG, Nümbrecht 
Rotilabo®-Spitzenfilter, CME, steril Carl Roth GmbH + Co KG, Karlsruhe 
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Verbrauchsmaterial Hersteller 
Serologische Pipettenspitzen  
5 ml; 10 ml  
Sarstedt AG & Co. KG, Nümbrecht 
Serologische Pipettenspitzen 1 ml; 2 ml; 
5 ml; 10 ml (steril) 
Sarstedt AG & Co. KG, Nümbrecht 
SuperFrost Objektträger R. Langenbrinck GmbH, Emmendingen 
Vernichtungsbeutel Sarstedt AG & Co. KG, Nümbrecht 
Western Blotting Filterpapier, 20 x 20 cm 
Thermo Fisher Scientific Inc., Waltham, 
USA 
Zellkulturschale 3,5 cm; 6 cm; 10 cm Sarstedt AG & Co. KG, Nümbrecht 
Zellschaber 30 cm TPP AG, Trasadingen, Schweiz 




1-Methylnikotinamid (Chlorid) Cayman Chemical, Ann Arbor,USA 
1,4-Dithiothreitol  Carl Roth GmbH + Co KG, Karlsruhe 
2-Mercaptoethanol 
Thermo Fisher Scientific Inc., Waltham, 
USA 
Aceton  Carl Roth GmbH + Co KG, Karlsruhe 
Acetonitril (ACN)  
Thermo Fisher Scientific Inc., Waltham, 
USA 
Adenosintriphosphat Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Taufkirchen 
Agarose Standard Carl Roth GmbH + Co KG, Karlsruhe 
Albuminfraktion V  Carl Roth GmbH + Co KG, Karlsruhe 
Ammoniumbicarbonat (MS) Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Taufkirchen 
Ammoniumhydrochlorid Fluka AG, Taufkirchen 
Ammoniumpersulfat  Carl Roth GmbH + Co KG, Karlsruhe 
Bromphenolblau  Kallies Feinchemie AG, Sebnitz 
Calciumchlorid Merck KGaA, Darmstadt 
CHAPS  Carl Roth GmbH + Co KG, Karlsruhe 
Chloroform  Carl Roth GmbH + Co KG, Karlsruhe 
Coomassie Brilliant Blue G 250   Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Taufkirchen 
D(+)-Saccharose Carl Roth GmbH + Co KG, Karlsruhe 
DEPC Carl Roth GmbH + Co KG, Karlsruhe 
Dimetylsulfoxid (DMSO) Carl Roth GmbH + Co KG, Karlsruhe 
Dinatriumhydrogenphosphat Carl Roth GmbH + Co KG, Karlsruhe 
dNTP´s (C, A, T, G)  Carl Roth GmbH + Co KG, Karlsruhe 
Dodecyl-β-Maltosid AppliChem GmbH, Darmstadt 
EDTA (Dinatriusalz-Dihydrat) Carl Roth GmbH + Co KG, Karlsruhe 
Essigsäure Carl Roth GmbH + Co KG, Karlsruhe 
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Chemikalie Hersteller 
Ethanol (100 %) Carl Roth GmbH + Co KG, Karlsruhe 
Ethanol (96 %), unvergällt Universitätsmedizin, Greifswald 
Ethanol (96 %), vergällt Universitätsmedizin, Greifswald 
Formamid Carl Roth GmbH + Co KG, Karlsruhe 
Glycerol (100 %) Carl Roth GmbH + Co KG, Karlsruhe 
Glycerol (85 %) GE Healthcare GmbH, Solingen 
Glycin Carl Roth GmbH + Co KG, Karlsruhe 
Guanidine-HCl AppliChem GmbH, Darmstadt 
Harnstoff Carl Roth GmbH + Co KG, Karlsruhe 
HEPES Carl Roth GmbH + Co KG, Karlsruhe 
HPLC Wasser (MS) 
Thermo Fisher Scientific Inc., Waltham, 
USA 
Hoechst 33342 Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Taufkirchen 
Iodacetamid Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Taufkirchen 
Isopropanol Carl Roth GmbH + Co KG, Karlsruhe 
Kaliumchlorid Carl Roth GmbH + Co KG, Karlsruhe 
Kaliumdihydrophosphat Reanal, Budapest, Ungarn 
LB-Agar Carl Roth GmbH + Co KG, Karlsruhe 
LB-Medium Carl Roth GmbH + Co KG, Karlsruhe 
Luminol  Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Taufkirchen 
Magnesiumchlorid Merck KGaA, Darmstadt 
Methanol Carl Roth GmbH + Co KG, Karlsruhe 
Essigsäure für Massenspektrometrie 
Thermo Fisher Scientific Inc., Waltham, 
USA 
Natriumacetat Carl Roth GmbH + Co KG, Karlsruhe 
Natriumazid Merck KGaA, Darmstadt 
Natriumchlorid Carl Roth GmbH + Co KG, Karlsruhe 
Natriumchlorid-Lösung steril (0,9 %) B. Braun Meslungen AG, Meslungen 
Natriumcitrat J.T. Baker, Phillipsburg, USA 
Natriumhydrogenphosphat Carl Roth GmbH + Co KG, Karlsruhe 
Natriumhydroxid Merck KGaA, Darmstadt 
Nonidet® P-40 Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Taufkirchen 
ortho-Phosphorsäure Carl Roth GmbH + Co KG, Karlsruhe 
p-Formaldehyd (37 %) Carl Roth GmbH + Co KG, Karlsruhe 
p-Hydroxycumarinsäure Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Taufkirchen 
PMSF Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Taufkirchen 
Ponceau-S Carl Roth GmbH + Co KG, Karlsruhe 
Salzsäure, rauchend Carl Roth GmbH + Co KG, Karlsruhe 
Saponin Carl Roth GmbH + Co KG, Karlsruhe 
SDS Carl Roth GmbH + Co KG, Karlsruhe 
TEMED GE Healthcare GmbH, Solingen 
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Chemikalie Hersteller 
Thioharnstoff Merck KGaA, Darmstadt 
Trichloressigsäure Carl Roth GmbH + Co KG, Karlsruhe 
Tris Carl Roth GmbH + Co KG, Karlsruhe 
Triton X-100 Ferak Labaratory GmbH, Berlin 
Tween20 Carl Roth GmbH + Co KG, Karlsruhe 
Wasserstoffperoxid (30 %) Carl Roth GmbH + Co KG, Karlsruhe 
  
2.4. Gebrauchsfertige Lösungen und Kits 
Lösung Hersteller 
10x BSA  
New England Biolabs GmbH, Frankfurt 
a.M. 
10x FastDigest® Buffer 
Thermo Fisher Scientific Inc., Waltham, 
USA 
10x NEBuffer 2 und 4 
New England Biolabs GmbH, Frankfurt 
a.M. 
10x Roti® Block  Carl Roth GmbH + Co KG, Karlsruhe 
10x Roti®-Blot A Carl Roth GmbH + Co KG, Karlsruhe 
10x Roti®-Blot K Carl Roth GmbH + Co KG, Karlsruhe 
10x T4 DNA Ligase Puffer 
New England Biolabs GmbH, Frankfurt 
a.M. 
10x Taq Puffer (ohne Mg2+)  
Thermo Fisher Scientific Inc., Waltham, 
USA 
5x M-MLV Puffer Promega GmbH, Mannheim 
5x Phusion GC Buffer 
New England Biolabs GmbH, Frankfurt 
a.M. 
5x Roti®-Blue  Carl Roth GmbH + Co KG, Karlsruhe 
Acrylamidlösung Rotiphorese® Gel 30 Carl Roth GmbH + Co KG, Karlsruhe 
Cell Counting Kit-8 (CCK-8) Absource Diagnostics GmbH, München 
CompleteTM Mini EDTA-frei 
Roche Diagnostics Deutschland GmbH, 
Mannheim 
DAPI ≥ 98 % Carl Roth GmbH + Co KG, Karlsruhe 
DMEM (1 g/l Glucose, mit L-Glutamin, 
mit Natriumpyruvat, 3,7 g/l NaHCO3) 
PAN-Biotech GmbH, Aidenbach 
Dulbecco´s PBS, steril  PAN-Biotech GmbH, Aidenbach 
Entwickler G 153 A, G 153 B Agfa-Gevaert N.V., Mortsel, Belgien 
Fluorescence Mounting Medium Dako North America, Carpinteria, USA 
Fötales Kälberserum 
Thermo Fisher Scientific Inc., Waltham, 
USA 
GeneRulerTM DNA Ladder Mix  
Thermo Fisher Scientific Inc., Waltham, 
USA 
Glucose-Lösung; 40 % B. Braun Meslungen AG, Meslungen 
HPLC-Acetonitril J.T. Baker, Phillipsburg, USA 
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Lösung Hersteller 
HPLC-Essigsäure; 99 - 100 % J.T. Baker, Phillipsburg, USA 
HPLC-Wasser J.T. Baker, Phillipsburg, USA 
jetPRIME Polyplus transfection, USA 
L-Glutamin (200 mM) PAN-Biotech GmbH, Aidenbach 
PageRulerTM Prestained Protein Ladder 
Thermo Fisher Scientific Inc., Waltham, 
USA 
PageRulerTM Unstained Protein Ladder 
Thermo Fisher Scientific Inc., Waltham, 
USA 
peqGOLD TriFastTM Peqlab Biotechnologie GmbH, Erlangen 
Pharmalyte pH 3 - 10 GE Healthcare GmbH, Solingen 
Rapid Fixer G354 Agfa-Gevaert N.V., Mortsel, Belgien 
Red Safe (Nukleinsäurefärbelösung) 
iNtRON Biotechnology, Seongnam, 
Südkorea 
RestoreTM Western Blot Stripping Buffer 
Thermo Fisher Scientific Inc., Waltham, 
USA 
RPMI 1640 (2 g/l Glucose;  
mit L-Glutamin; 3,7 g/l NaHCO3) 
PAN-Biotech GmbH, Aidenbach 
RPMI 1640 (2 g/l Glucose;  
ohne L-Glutamin; ohne Methionin; 
3,7 g/l NaHCO3) 
PAN-Biotech GmbH, Aidenbach 
SensiMixTM SYBR® HI-ROX Kit Bioline GmbH, Luckenwalde 
Strip-Cover-Fluid GE Healthcare GmbH, Solingen 
SuperSignal West Dura Extended 
Duration Substrate 





NucleoBond Xtra Midi Macherey-Nagel GmbH & Co. KG, Düren 
Plasmid Miniprep Kit I, peqGOLD VWR International GmbH, Darmstadt 
QIAquick® PCR Purifikation Kit Qiagen GmbH, Hilden 
SIRT1 Assay Kit 










humane, primäre, embryonale Nierenzelllinie transformiert mit 
Adenovirus Type 5, kein aktiver Virus 
Caki-1 
humanes klarzelliges Nierenzellkarzinom, 1971 etabliert aus einer 
Hautmetastase eines Nierenadenokarzinoms eines 49-jährigen Mannes  
Caki-2 
humanes klarzelliges Nierenzellkarzinom, etabliert aus einem primären 
Nierenkarzinoms eines 69-jährigen Mannes 
786-O 
humanes klarzelliges Nierenzellkarzinom, 1976 etabliert aus einem 
primären klarzelligen Adenokarzinom eines 58-jährigen Mannes 
769-P 
humanes klarzelliges Nierenzellkarzinom, etabliert aus einem primären 
klarzelligen Adenokarzinom einer 63-jährigen Frau 
 
2.6. Kompetente Bakterienstämme 
Bakterienstamm Genotyp 
E.coli XL1-Blue 
recA1 endA1 gyrA96 thi-1 hsdR17 supE44 relA1 lac  
[F´ proAB lacIqZΔM15 Tn10 (Tetr)] 
E.coli SURE 
e14-(McrA-) Δ(mcrCB-hsdSMR-mrr)171 endA1 gyrA96 thi-1 
supE44 relA1 lac recB recJ sbcC umuC::Tn5 (Kanr) uvrC 
[F´ proAB lacIqZΔM15 Tn10 (Tetr)] 
  
2.7. Vektoren und rekombinante Plasmide 
Vektor Beschreibung 
pUHD10-3 
3.146 bp; CMV minimal Promotor; β-Laktamaseresistenz; SV40 
Polyadenylierungssequenz; Ampicillinresistenz 
pUHD172-1 
7.100 bp; CMV Promotor; β-Laktamaseresistenz; SV40 
Polyadenylierungssequenz; Ampicillinresistenz 
pEYFP-N1 
4.700 bp; CMV Promotor; Kanamycinresistenz; freier N-Terminus 
für Fusion mit C-Terminus eines Partnerproteins; gelbe 
Fluoreszenz 
pcDNA3.1 
5.428 bp; CMV Promotor; Ampicillinresistenz; (+) Orientierung der 
MCS; Insert kann +/- Orientierung einnehmen 
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Vektor Beschreibung 
pcDNA3.1_NNMT  
5.428 bp; CMV Promotor; Ampicillinresistenz, (+) Orientierung der 
MCS; Insert kann +/- Orientierung einnehmen; 
geeignet für transiente Transfektion; NNMT-Insert 
  





100x Penicillin (10.000 U/ml)/ 
Streptomycin (10 mg/ml) 
10 U/ml 
10 µg/ml 
PAN-Biotech GmbH, Aidenbach 
Paneticin G418 (50 mg/ml) 600 µg/ml PAN-Biotech GmbH, Aidenbach 
Ampicillin 50 µg/ml Carl Roth GmbH + Co KG, Karlsruhe 
Kanamycin 30 µg/ml Carl Roth GmbH + Co KG, Karlsruhe 




Doxycyclin BD Biosciences, Heidelberg 
Interleukin-6 ImmunoTools GmbH, Friesoythe 
L-Methionin ≥ 99 %  Carl Roth GmbH + Co KG, Karlsruhe 




10x Trypsin (0,5 % EDTA/ 0,2 % PBS) PAN-Biotech GmbH, Aidenbach 
FastDigest BamHI 
Thermo Fisher Scientific Inc., Waltham, 
USA 
FastDigest EcoRI 
Thermo Fisher Scientific Inc., Waltham, 
USA 
FastDigest HindIII 
Thermo Fisher Scientific Inc., Waltham, 
USA 
FastDigest StuI 
Thermo Fisher Scientific Inc., Waltham, 
USA 
FastDigest XhoI 
Thermo Fisher Scientific Inc., Waltham, 
USA 
Klenow Fragment (3´→5´ exo-)  
(5.000 U/ml) 
New England Biolabs GmbH, Frankfurt a.M. 
M-MLV Reverse Transkriptase Promega GmbH, Mannheim 
NEB AflII (20 U/µl) New England Biolabs GmbH, Frankfurt a.M. 
NEB ApaL1 New England Biolabs GmbH, Frankfurt a.M. 
NEB BspHI (10 U/µl) New England Biolabs GmbH, Frankfurt a.M. 
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Enzym Hersteller 
NEB EcoO109i (10 U/µl) New England Biolabs GmbH, Frankfurt a.M. 
Phusion® High-Fidelity DNA-Polymerase New England Biolabs GmbH, Frankfurt a.M. 
RNasin® Plus RNase Inhibitor Promega GmbH, Mannheim 
Squencing Grade Modified Trypsin Promega GmbH, Mannheim 
T4 DNA Ligase (400.000 U/ml) New England Biolabs GmbH, Frankfurt a.M. 
Taq DNA Polymerase (5 U/µl) 





dNTPs (A, G, T, C) Analytik Jena Aktiengesellschaft, Jena 
Oligo d(T)15 Invitrogen AG, Carlsbad, USA 
 
siRNA Sequenz 

























hAOX1 for. 5´-GCCTGACGGGGGATCATAAG-3´ 
321 bp 60°C 
hAOX1 rev. 5´-CGAAAAACACGGAACACCCC-3´ 
hHIF-1α for. 5´-CCATGCCCCAGATTCAGGAT-3´ 
399 bp 64°C 
hHIF-1α rev. 5´-CATCAGTGGTGGCAGTGGTA-3´ 
hIL-6R for. 5´-GCACTTGCTGGTGGATGTTC-3´ 
224 bp 64°C 
hIL-6R rev. 5´-GCACTTGCTGGTGGATGTTC-3´ 
hMAT2B for. 5´-AATCAACGGGCGCGGCTAT-3´ 
266 bp 60°C 
hMAT2B rev. 5´-GCACCAGTAACCAGAACCCTC-3´ 
hMYC for. 5´-TCTCTCCGTCCTCGGATTCT-3´ 
387 bp 64°C 
hMYC rev. 5´-GGCTGGTGCATTTTCGGTTG-3´ 
hNAMPT for. 5´-GACTGCTGGCATAGGAGCAT-3´ 
229 bp 60°C 
hNAMPT rev. 5´-GCTGACCACAGATACAGGCA-3´ 








hNNMT for. 5´-GGTGCTGAAGTGTGATGTGA-3´ 
286 bp 60°C 
hNNMT rev. 5´-GATTGTGTAGCCAGCCTCTT-3´ 
hRPLP0 for.  5´-CAATGGCAGCATCTACAACC-3´ 
329 bp 60°C 
hRPLP0 rev. 5´-ACTCTTCCTTGGCTTCAACC-3´ 
hSIRT1 for.  5´-ATGCTGGCCTAATAGAGTGG-3´ 
270 bp 60°C 
hSIRT1 rev. 5´-GCTCTCTCTGGAACATCAGG-3´ 
hSIRT2 for. 5´-CGACTTTCGCTCTCCATCCA-3´ 
160 bp 64°C 
hSIRT2 rev. 5´-GATGGTTGGCTTGAACTGCC-3´ 
hSIRT3 for. 5´-TGTACAGCAACCTCCAGCAG-3´ 
297 bp 64°C 
hSIRT3 rev. 5´-AGGGTCTTTGGCAGACTGTG-3´ 
hSIRT4 for. 5´-TCGTAGGCTGGCCTCAATTC-3´ 
340 bp 64°C 
hSIRT4 rev. 5´-CATTGAACGCAGGTTGGGAC-3´ 
hSIRT5 for. 5´-GCCATAGCCGAGTGTGAGAC-3´ 
162 bp 64°C 
hSIRT5 rev. 5´-AGCCACAACTCCACAAGAGG-3´ 
hSIRT6 for. 5´-ATCCATGGCTACGTTGACGA-3´ 
152 bp 64°C 
hSIRT6 rev. 5´-GGAGATTCCTCCTTGGGCTC-3´ 
hSIRT7 for. 5´-CTTGGTCGTCTACACAGGCG-3´ 
163 bp 64°C 
hSIRT7 rev. 5´-CAGACGGGTGATGCTCATGT-3´ 
hVEGF for. 5´-GCGAGAAGTGCTAGCTCGGG-3´ 
453 bp 64°C 
hVEGF rev. 5´-GCTGCGCTGATAGACATCCA-3´ 
hVHL for. 5´-AGTACGGCCCTGAAGAAGAC-3´ 
426 bp 64°C 
hVHL rev. 5´-GGAGGCATCGCTCTTTCAGA-3´ 






































WB: 1:1.000 NB100-134 
Novus Biologicals, 
Littleton, USA 
































Anti-p44/42 MAPK (ERK) 
Antikörper, Kaninchen 











































Anti-Kaninchen IgG,  
HRP-linked 




Anti-Maus IgG,  
HRP-linked 




AlexaFluor 488,  
Ziege Anti-Kaninchen IgG 
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2.12. Software 
Softwarebezeichnung Firma 
Delta2D-Software Decodon, Greifswald 
GraphPad Prism 8 GraphPad Software, La Jolla, USA 
Image J National Institute of Health, Bethesda, USA 
VisiCapture Scion Corparation, Torrance, USA 
Scaffold Proteome Software, Portland, USA 
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3. Methoden 
3.1. Zellkulturmethoden 
3.1.1. Inkulturnahme  
Für die in dieser Arbeit verwendeten Analysen wurden verschiedene humane 
Nierenzelllinien verwendet. Neben der renalen Zelllinie HEK-293, wurden die Zelllinien 
Caki-1, Caki-2, 786-O und 769-P analysiert, welche als klarzellige Nierenzelllinien (ccRCC) 
eingestuft werden.  
Die Zellen wurden bis zum Gebrauch bei -176 °C in Flüssigstickstoff eingefroren. Für die 
Inkulturnahme der Zellen wurden diese aus dem Flüssigstickstoff entnommen und im 
Wasser bei 37 °C zügig aufgetaut. Die Zellsuspension wurde in ein 15 ml Röhrchen 
überführt, welches 12 ml vorgewärmtes Kulturmedium enthielt. Durch Zentrifugation bei 
1.000 x g wurden die Zellen pelletiert. Der Überstand wurde abgenommen und die 
verbliebenen Zellen in 5 ml Kulturmedium resuspendiert. Die Zellsuspension wurde in eine, 
mit vorgewärmten Kulturmedium versehene, 75 cm2 Zellkulturflasche überführt. Die 
adhärenten Zellen wurden konstant bei 37 °C und 5 % CO2 im Brutschrank kultiviert.  
Ebenso wurde mit der stabil transfizierten Zelllinie Caki-2 NNMTs (C2NNMTs), welche ein 
induzierbares Expressionssystem enthält, verfahren. 
Kulturmedium für HEK-293, Caki-2, 786-O und 769-P Zellen:  
10 % FCS (Hitze inaktiviert); 1 % Penicillin/ Streptomycin; 16,5 mM Glucose in RPMI 1640 (2 g/l Glucose) 
Kulturmedium für Caki-1 Zellen:  
10 % FCS (Hitze inaktiviert); 1 % Penicillin/ Streptomycin; 16,5 mM Glucose in DMEM (1 g/l Glucose) 
Kulturmedium für C2NNMTs Zellen:  
10 % FCS (Hitze inaktiviert); 600 µg/ml Paneticin; 16,5 mM Glucose in RPMI 1640 (2 g/l Glucose) 
3.1.2. Kultivierung, Passagierung und Zellzahlermittlung  
Die Kultivierung erfolgte, unter oben genannten Brutschrankbedingungen, mit dem 
jeweiligen, zellspezifischen Kulturmedium in verschiedenen Größen der Zellkulturflaschen 
und/ oder -schalen.  
Das Passagieren der Zellen erfolgte zelltypabhängig alle drei bis vier Tage. Hierfür wurde 
das vorhandene Medium abgenommen und die adhärenten Zellen mit ausreichend 
Dulbecco´s PBS (DPBS) vom verbliebenen Medium befreit. Nach Abnahme vom DPBS 
wurden 2,5 ml warme Trypsinlösung (auf 75 cm2 Zellkulturfläche) zu den Zellen gegeben. 
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Nach dreiminütiger Inkubation im Brutschrank wurden die Zellen durch leichtes Klopfen vom 
Flaschenboden gelöst, mit 12 ml Kulturmedium versetzt, die gesamte Zellsuspension in ein 
15 ml Röhrchen überführt und bei 1.000 x g für 5 min zentrifugiert. Der Überstand wurde 
verworfen und das Zellpellet in neuem Kulturmedium aufgenommen. Für das jeweilige 
Splittverhältnis (Tabelle 1) wurden entsprechende Zellsuspensionsvolumina in eine neue, 
mediumversetzte Zellkulturflasche überführt.  
Tabelle 1: Angewendetes Splittverhältnis für verschiedene humane Nierenzelllinien. 
Zelllinie Splittverhältnis 
HEK-293 1:14 - 1:16 
Caki-1 1:5 - 1:7 
Caki-2 1:6 - 1:8 
786-O 1:8 - 1:12 
769-P 1:8 - 1:12 
C2NNMTs 1:3 - 1:5 
Für die verschiedensten Versuche wurden definierte Zellzahlen benötigt. Die Zellzahl wurde 
mittels Neubauer-Zählkammer bestimmt. Hierfür wurden 10 µl der Zellsuspension in die 
Kammer überführt, alle Quadrate ausgezählt, der Mittelwert der Zellzahlen gebildet und 
folgende Gleichung, zur Ermittlung der Gesamtzellzahl, angewendet:  
Gesamtzahl = Mittelwert x Verdünnung x 10.000 x Zellsuspensionsvolumen. 
Kulturmedium: siehe 3.1.1 
Trypsinlösung: 20 % v/v 10x Trypsin in DBPS 
3.1.3. Kultivierung unter angepassten Methioninkonzentrationen 
Für die Untersuchungen zum Einfluss von Methionin auf verschiedene Enzyme wurden die 
Zelllinien HEK-293, Caki-2, 769-P, 786-O und C2NNMTs in angepasstem RPMI 1640 
Kultivierungsmedium inkubiert. Dazu wurden definierte Mengen von 20 µM oder 100 µM 
Methionin dem ansonsten methioninfreien RPMI-Versuchsmedium zugesetzt. Dabei muss 
der bereits enthaltene Anteil von 3,7 µM Methionin im fötalem Kälberserum (FCS) beachtet 
werden. Die Kultivierung der Zellen erfolgte dann für die jeweilige Versuchsdauer im 
Versuchsmedium. Die Adaptation von Caki-1 Zellen von DMEM auf RPMI 1640 war nicht 
erfolgreich. Caki-1 Zellen sind unter diesen Bedingungen nicht vital, so dass diese für die 
Methioninversuche nicht verwendet wurden.  
Versuchsmedium: 10 % FCS (Hitze inaktiviert); 1 % Penicillin/ Streptomycin; 16,5 mM Glucose; 2 mM L-Glutamin in RPMI 
1640 (2 g/l Glucose, ohne Methionin) 
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3.1.4. Kultivierung unter Hypoxie 
Alle Zelllinien wurden normal gesplittet und in entsprechender Zellzahl in 6 cm Zellkultur-
schalen ausgesät. Anschließend wurden die Schalen bei 37 °C und 5 % CO2 in den 
Brutschrank gestellt. Nach 24 h hatten sich die Zellen gesetzt. Während ein Teil der 
Zellkulturschalen unter diesen Versuchsbedingungen verblieb, wurde der andere Teil der 
adhärenten Zellen in einen anderen Brutschrank mit Hypoxiebedingungen  
(37 °C, 21 % CO2) umgesetzt. Für 24 h wurden die Zellen diesen Bedingungen ausgesetzt 
und anschließend zügig mittels Maltosid-Puffer (3.2.2) oder Präparation mit TriFASTTM 
(3.2.3) aufgeschlossen.  
3.1.5. Transfektion von Zellen 
Die Transfektion ermöglicht ein zeitweiliges Einbringen (transiente Transfektion) oder ein 
dauerhaftes Einbringen (stabile Transfektion) eines Plasmids in tierische Zellen. Während 
bei der transienten Transfektion Plasmid oder auch siRNA schnell vom Organismus als 
fremd eingestuft und schlussendlich abgebaut werden, ermöglich die stabile Transfektion 
eine dauerhafte Veränderung des Wirtsgenoms durch Einbau in diese. In beiden Fällen 
ergeben sich Expressionsunterschiede auf verschiedenen Ebenen bei funktionierender 
Transfektion. Verschiedenste Verfahren ermöglichen ein großes Spektrum an chemischen, 
physikalischen und biologischen Transfektionen.  
Transiente Transfektion 
Für die transiente Transfektion wurde ein chemisches Verfahren verwendet, welches darauf 
beruht, dass positiv geladene Polymere (Transfektionsreagenz) einen Komplex mit der 
negativ geladenen DNA bilden. Der Komplex schützt die DNA vor Nukleasen, ermöglicht 
die Wechselwirkung mit der Zellmembran und die endozytosiche Aufnahme. Der 
Vesikelkomplex gelangt zum Zellkern und gibt die DNA frei.  
Als Transfektionsreagenz wurde das Präparat jetPRIME® verwendet. Das Ziel der 
Transfektion bestand in einer Überexpression von NNMT mittels dem Plasmid pcDNA3.1/ 
pcDNA3.1_NNMT in HEK-293, Caki-2 und 769-P Zellen und dem Knockdown von NNMT 
mittels der scrambled siRNA/ siNNMT in Caki-1 und 786-O Zellen.  
Für beide Varianten wurde nach Herstellerprotokoll verfahren. Voraussetzung für die 
Durchführung der Transfektion war eine gleichmäßige adhärente Zellschicht. Hierfür 
wurden die Zellen maximal 24 h vorher ausgesät (Zellzahlbeispiel siehe Tabelle 4). 
Abhängig von der Größe der Zellkulturschale wurden definierte Mengen an DNA oder 
siRNA, jetPRIME® Puffer und jetPRIME® Reagenz verwendet (Tabelle 2, Tabelle 3). Die 
DNA oder siRNA wurde in einem entsprechenden Volumen jetPRIME® Puffer in einem 
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1,5 ml Reaktionsgefäß verdünnt. Eine Durchmischung erfolgte für 10 s und wurde durch 
kurzes Zentrifugieren abgeschlossen. Komplettiert wurde durch die Zugabe einer jeweiligen 
Menge jetPRIME® Reagenz. Erneutes Mischen und Zentrifugieren schloss diesen Vorgang 
ab. Anschließend wurde das Reaktionsgemisch stehend bei Raumtemperatur für 10 min 
inkubiert. Die Zugabe des Reaktionsgemisches zu den Zellen erfolgte tropfenweise in das 
Medium, die Schale wurde kurz geschwenkt und anschließend bei 37 °C und 5 % CO2 
inkubiert. Die Inkubationszeit variierte und ist den jeweiligen Versuchsbeschreibungen zu 
entnehmen.  
Tabelle 2: Übersicht von Volumen und Mengen von Medium, Puffer, DNA und Reagenz bezogen 











96-Well-Platte 100 µl 5 µl 0,1 µg 0,2 µl 
3,5 cm Zellkulturschale 2 ml 200 µl 2 µg 4 µl 
6 cm Zellkulturschale 5 ml 200 µl 4 µg 8 µl 
10 cm Zellkulturschale 10 ml 500 µl 10 µg 20 µl 
Tabelle 3: Übersicht von Volumen und Mengen von Medium, Puffer, DNA und Reagenz bezogen 











96-Well-Platte 100 µl 5 µl 25 pM 0,2 µl 
3,5 cm Zellkulturschale 2 ml 200 µl 25 pM 4 µl 
6 cm Zellkulturschale 5 ml 200 µl 25 pM 8 µl 
10 cm Zellkulturschale 10 ml 500 µl 25 pM 20 µl 
Die in Tabelle 4 beschriebenen Transfektionsparameter entsprechen einer Transfektion in 
einer 96-Well-Platte und einer Inkubationszeit von 96 h. Bei der Verwendung größerer 
Zellkulturgefäße wurden die Zellzahlen den größeren Flächen entsprechend angepasst. 
Des Weiteren war es bei einigen Zelllinien nötig, nach der Transfektion, einen 
Mediumwechsel vorzunehmen, um so das Sterben der Zellen zu vermeiden.  
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Tabelle 4: Übersicht der Transfektionsparameter in einem 96-Well für die Überexpression und den 
Knockdown von NNMT in der jeweiligen Zelllinie. 
Zelllinie Gefäßfläche Zellzahl Mediumwechsel 
HEK-293 0,34 cm2 5.000 6 h nach der Transfektion 
Caki-1 0,34 cm2 6.000 kein Mediumwechsel 
Caki-2 0,34 cm2 4.000 4 h nach der Transfektion 
786-O 0,34 cm2 6.000 kein Mediumwechsel 
769-P 0,34 cm2 6.000 6 h nach der Transfektion 
Stabile Transfektion 
Die Zelllinie Caki-2 wurde mit dem physikalischen Verfahren Elektroporation stabil 
transfiziert. Hierbei wird die Zellmembran durch Spannungsimpulse für die DNA permeabel 
gemacht. Wie stark diese Impulse sein müssen, ist zellabhängig und wurde in 
vorausgehenden Versuchen von Herrn Dr. Kröger getestet und etabliert. 
Caki-2 Zellen wurden in mehreren 175 cm2 Zellkulturflaschen kultiviert, um eine 
ausreichende Zellzahl zu generieren. Das Medium wurde von den Zellen abgenommen, in 
ein 50 ml FalconTM überführt und für den späteren Gebrauch aufbewahrt. Zellen wurden mit 
ausreichender Menge DPBS gewaschen und mit Trypsinlösung bei 37 °C für 3 min 
inkubiert. Durch Mediumzugabe wurde die Enzymreaktion beendet und die Zellsuspension 
in ein 50 ml FalconTM überführt. Die Suspension wurde bei 1.000 x g für 5 min zentrifugiert. 
Der Überstand wurde abgenommen, das Zellpellet in 10 ml Medium resuspendiert und die 
Gesamtzellzahl mittels Neubauerzählkammer ermittelt (siehe 3.1.2). Für den weiteren 
Ablauf wurden 5 Millionen Zellen benötigt, welche in ein neues Falcon überführt wurden. 
Erneut wurden die Zellen bei unveränderter Zentrifugeneinstellung zentrifugiert und mit 1 ml 
warmem DPBS resuspendiert. Nach dem Waschschritt wurde die Zentrifugation wiederholt. 
DPBS wurde sorgfältig von den Zellen abgenommen und 550 µl kalter Elektropora-
tionspuffer, welcher 15 µg linearisiertes prtTAneo-NNMTs Plasmid enthält, zu den Zellen 
gegeben. Die Mischung wurde resuspendiert und in eine Elektroporationsküvette überführt. 
Diese Küvette wurde in den Elektroporator überführt und einem einzelnen Impuls 
ausgesetzt. Die Einstellungen des Elektroporators waren 300 V, 1.300 µF und 500 Ω. Im 
Anschluss wurde sofort 550 µl warmes FCS auf die Zellmischung gegeben, vermischt und 
in vorbereitetes, warmes Medium gegeben. Dieses bestand zu einem Teil aus gebrauchtem 
Medium (zum Anfang von den Zellen abgenommen) und zu vier Teilen aus neuem  
RPMI 1640 Medium.  
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Die so entstandene Zellsuspension wurde in unterschiedlichen Konzentrationen auf 96-
Well-Platten verteilt. Ziel war die Vereinzelung der Zellen, mit möglichst nur einer 
transfizierten Zelle pro Well, um eine monoklonale Zellkultur zu erhalten.  
Die Kultivierung erfolgte bei 37 °C und 5 % CO2 für 48 h. Anschließend begann die 
Selektion mittels Paneticin. Dafür wurde das Medium von den Zellen abgenommen und 
Selektionsmedium auf die Zellen gegeben. Nur plasmidintegrierte Zellen besitzen diese 
Antibiotikaresistenz und können unter diesen Bedingungen überleben.  
Die Selektion erfolgte über mehrere Wochen, bis die verbliebenen Kolonien mittels Western 
Blot Analyse auf NNMT Proteinexpression getestet werden konnten. Insgesamt verblieb 
nur eine Kolonie mit positiver NNMT Expression. Diese wurde für die weiteren Versuche 
verwendet und nach Anleitung kultiviert, passagiert und in Kryokonserven gelagert.  
Trypsinlösung: 20 % v/v 10x Trypsin in DBPS 
Elektroporationspuffer: 21 mM HEPES; 137 mM NaCl; 5 mM KCl; 0,7 mM Na2HPO4 und 6 mM Glucose; 
pH 7,15 
Selektionsmedium für Caki-2 Zellen: 10 % FCS (Hitze inaktiviert); 600 µg/ml Paneticin; 16,5 mM Glucose in 
RPMI 1640 (2 g/l Glucose) 
3.1.6. Inkubationsversuche mit Interleukin-6 und Nikotinamid 
Die Zelllinien HEK-293, Caki-1, Caki-2, 786-O und 769-P  wurde mit Interleukin-6 (IL-6) und 
Nikotinamid (NAM) inkubiert und daraufhin mittels verschiedener Analysen, wie Western 
Blot, qRT-PCR, Viabilität- und Proliferationassay, untersucht.  
Interleukin 6 
Für die Analyse des IL-6-Rezeptors wurden die Zelllinien HEK-293, Caki-1, Caki-2, 769-P 
und 786-O in 6 cm Zellkulturschalen ausgesät und für 72 h bei 100 µM Methionin kultiviert. 
Die Zellernte erfolgte mit der TriFASTTM-Präparation.  
Für die Analyse des Proteins MYC wurden die gleichen Zelllinien, Zellkulturgefäße und 
Methioninkonzentration verwendet und für 24 h mit 50 ng/ml IL-6 inkubiert. Die Zellzahl ist 
der Tabelle 5 zu entnehmen. Die Zelllyse erfolgte mit RIPA-Puffer.  
Die Versuche zur Dosis- und Zeitabhängigkeit von IL-6 wurden in 100 µM Methionin mit 
den Zelllinien Caki-1, Caki-2, 786-O und 769-P durchgeführt. Die Zellzahl ist der Tabelle 5 
zu entnehmen. Für den Dosisversuch wurden die Zelllinien in 6-Well-Platten kultiviert und 
für 48 h mit den IL-6 Konzentrationen 10 ng/ml, 30 ng/ml, 50 ng/ml und 100 ng/ml inkubiert. 
Für den anschließende Zeitversuch wurde eine Konzentration von 50 ng/ml IL-6 verwendet, 
welche über einen Zeitraum von bis zu 96 h auf die Zellen gegeben wurde. Die Zellernte 
erfolgte mit RIPA-Puffer. 
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Für die Proteinstudien von STAT und ERK wurden alle karzinogenen Zelllinien verwendet 
und für 12 h, 48 h und 96 h mit 50 ng/ml IL-6 inkubiert. Die Methioninkonzentration wurde 
in diesem Fall bei den Caki-2, 769-P und 786-O Zellen auf 20 µM Methionin angeglichen, 
d.h. bereits 7 Tage vor Versuchsbeginn in dieser Konzentration kultiviert. Die Caki-1 Zellen 
verblieben bei 100 µM Methionin. Die Zellernte erfolgte mit RIPA-Puffer aus  
6 cm Zellkulturschalen (Zellzahl siehe Tabelle 5).  
Die Viabilitäts- und Proliferationsstudien wurden in 96-Well-Platten durchgeführt. Die 
Zelllinien Caki-2, 786-O und 769-P wurden bei 20 µM Methionin für 72 h bei 50 ng/ml IL-6 
kultiviert und die Caki-1 Zellen bei 100 µM Methionin bei ansonsten gleichen 
Versuchsbedingungen. Die Messungen erfolgten in den 96-Well-Platten mit CCK-8 
(Viabilität) und Hoechst33342 (Proliferation). 


















HEK-293 200.000 400.000   
Caki-1 400.000 800.000 240.000 2.000 
Caki-2 100.000 200.000 75.000 1.000 
786-O 200.000 400.000 80.000 1.500 
769-P 200.000 400.000 120.000 1.500 
Nikotinamid (NAM) 
Die Viabilität und Proliferation von HEK-293, Caki-1, Caki-2, 786-O und 769-P Zellen unter 
Einfluss von NAM wurde in 96-Well-Platten nach 48 h bestimmt. Die Konzentration von 
NAM betrug 5 mM, 10 mM, 15 mM und 25 mM. Die Zellzahl ist in der Tabelle 6 angegeben.  
Für die Proteinanalyse wurden die Zelllinien mit 10 mM NAM für 24 h, 48 h und 72 h in  
6 cm Zellkulturschalen inkubiert und mittels RIPA-Puffer lysiert.  
Für die Transfektionsstudien unter NAM-Einfluss wurden die Zelllinien HEK-293, Caki-2,  
786-O und 769-P in 20 µM Methionin kultiviert und für 7 Tage transfiziert. Die letzten 48 h 
wurden die Zellen zusätzlich mit 10 mM NAM inkubiert. Die Versuchsbedingung für die 
Caki-1 Zellen wurden ebenso gewählt, jedoch bei einer Methinonkonzentration von 100 µM. 
Die Lyse aller Zellen erfolgte mit RIPA-Puffer aus 6 cm Zellkulturschalen.  
Die Viabilitäts- und Proliferationsanalyse erfolgte unter gleichen Versuchsbedingungen, 
was Zeiten und Konzentrationen betrifft, jedoch in einer 96-Well-Platte.  
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Tabelle 6: Zellzahl der jeweiligen Zelllinie zum Versuchsstart der Nikotinamid-Versuche. 














HEK-293 1.500 200.000 5.000 400.000 
Caki-1 2.000 400.000 6.000 800.000 
Caki-2 1.000 100.000 4.000 200.000 
786-O 1.500 200.000 6.000 400.000 
769-P 1.500 200.000 6.000 400.000 
 
3.1.7. Zellviabilitätsassay 
Mit dem CCK-8 Assay Kit bestimmt man die metabolische Aktivität von Zellen mittels 
Absorptionsmessung. Beim CCK-8 handelt es sich um ein Tetrazoliumsalz, welches in 
viablen Zellen mit aktiver Dehydrogenase zu einem Formazan umgesetzt wird. Dabei erfolgt 
ein Farbumschlag von Gelb nach Orange, der mittelts photometrischer Messung bestimmt 
werden kann. Je schneller und dunkler der Farbumschlag nach Orange erfolgt, desto höher 
ist die Aktivität der Dehydrogenase und damit die Viabilität der Zellen.  
Für die Messung wurden Zellen der jeweiligen Zelllinien in einer 96-Well-Platte verwendet 
(siehe Tabelle 7). Die Zellen wurden in diese überführt und verschiedenen Bedingungen 
ausgesetzt, um vergleichende Viabilitäten zu ermitteln. Es wurde der Einfluss von 
unterschiedlichen Methioninkonzentrationen, der NNMT-Überexpression, dem NNMT-
Knockdown, von Interleukin-6, von Nikotinamid, sowie die Kombination aus Transfektion 
und Nikotinamid auf die Viabilität betrachtet.  
Tabelle 7: Zellzahl der jeweiligen Zelllinie zum Start des Versuches für den Viabilitätsassay. 
Zelllinie 
Einfluss Methionin, 




Transfektion + NAM 
HEK-293 1.500 5.000 5.000 
Caki-1 2.000 6.000 6.000 
Caki-2 1.000 4.000 4.000 
786-O 1.500 6.000 6.000 
769-P 1.500 6.000 6.000 
C2NNMTs  2.000  
Um den Einfluss der Zellmediumfarbe auszuschließen, wurde die Platte vor der Zugabe 
von CCK-8 bei 450 nm mit dem Infinite® 200 NanoQuant gemessen. Danach erfolgte die 
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Zugabe von CCK-8. In jedem Well befand sich ein Mediumvolumen von 100 µl, welches 
durch 11 µl CCK-8 ergänzt wurde. Vorsichtiges Schwenken der Platte verteilte das 
Reagenz gleichmäßig im Reaktionsansatz. Anschließend wurde die Platte bei 37 °C und 
5 % CO2 für 1 h in den Inkubator gestellt. Dann erfolgte die Absorptionsmessung bei 
450 nm. Insgesamt wurden drei unabhängige Versuche durchgeführt, mit sechs Wells je 
Versuchsbedingung (n = 18).  
3.1.8. Zellkernfärbung mit Hoechst - Reagenz zur Bestimmung der Zellzahl 
Für die Bestimmung der relativen Zellzahl wurde die Analyse mittelts Hoechst-Reagenz 
durchgeführt. Der fluoreszierende Interkalator Hoechst 33342 lagert sich in die Zellkerne 
ein, indem er in der großen Furche der DNA bindet. Über Zählung der Zellen oder 
Fluoreszenzmessung kann so die Proliferation der Zellen bestimmt werden. In dieser Arbeit 
wurden die Fluoreszenzwerte unter Verwendung des Gerätes Infinite® 200 NanoQuant 
ermittelt und die relative Proliferation mittels Vergleiches der Fluoreszenzwerte bestimmt. 
Betrachtet wurden die gleichen Versuchsbedingungen und Einflüsse wie beim 
Viabilitätsassay. Die verwendeten Zellzahlen sind ebenfalls identisch (siehe Tabelle 7). 
Die Zellen wurden in eine 96-Well-Platte ausgesät und entsprechend dem Versuchsaufbau 
kultiviert und inkubiert. Das Medium auf den Zellen wurde entfernt und die Zellen bei -20 °C 
eingefroren. Die Zellen wurden dadurch auf dem Plattenboden fixiert, ohne dabei zu 
zerplatzen. Für die Messung wurden die Zellen in der Platte aufgetaut und mit 10 µl 
Hoechst-Lösung versehen. Nach einer Inkubation von 10 min bei Raumtemperatur wurde 
die Lösung abgenommen und 100 µl PBS auf die Zellen gegeben. Die 
Fluoreszenzmessung bei 350 nm/ 480 nm schloss sich an. Je höher der ermittelte Wert der 
blauen Fluoreszenz war, desto mehr Zellen waren pro Well vorhanden. Die Versuchsanzahl 
betrug n = 18. 
PBS: 136,9 mM NaCl; 27 mM KCl; 101 mM Na2HPO4 x 2H2O und 18 mM KH2PO4 in ddWasser; pH 7,4 
Hoechst-Lösung: 2 µg/ml Hoechst in PBS 
3.1.9. Indirekte Immunfluoreszenzfärbung 
Für die bildgebende Darstellung von NNMT in der Zelle wurde das Prinzip der indirekten 
Immunfluoreszenzfärbung angewendet. Dafür wurden die Zellen auf Glasplättchen, welche 
in 6-Well-Platten platziert wurden, ausgesät.  
Vor der Fixierung wurde die Platte auf Eis gestellt, der Mediumüberstand abgenommen und 
die Zellen drei Mal mit 2 ml kaltem PBS gewaschen. Die Fixierung der Zellen erfolgte mit 
kalter Formaldehydlösung für 30 min auf Eis. Anschließend wurde diese Lösung entfernt 
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und die fixierten Zellen wieder drei Mal mit kaltem PBS gewaschen, wobei das 
Zellkulturgefäß die ersten zwei Durchgänge für 10 min auf Eis standen und der letzte 
zehnminütige Schritt bei Raumtemperatur auf dem Schüttler durchgeführt wurde. Danach 
folgt eine Inkubationszeit von 1 h bei Raumtemperatur in IF-Puffer. Der Primärantikörper 
(Anti-NNMT Antikörper) wurde in IF-Puffer verdünnt (siehe 2.11) und je 100 µl pro 
Glasplättchen verwendet. Die Platte wurde in eine Feuchtkammer überführt und für 
16 - 18 h bei 4 °C stehend inkubiert. Nach der Abnahme des Antikörpers wurden die Zellen 
drei Mal mit 1 ml IF-Puffer für 5 min schwenkend gewaschen. Der Sekundärantikörper 
(AlexaFluor 488) wurde ebenfalls in IF-Puffer verdünnt (siehe 2.11) und für 1 h auf die 
Zellen gegeben. Zur Färbung von F-Aktin in der Zelle wurde das fluoreszenzgekoppelte 
Rhodamin Phalloidin in IF-Puffer verwendet. Nach der Inkubation wurden die Zellen wieder 
zwei Mal mit 1 ml IF-Puffer gewaschen. Für die Kernfärbung der Zellen wurde DAPI-Lösung 
verwendet, welche für 2 min auf die Zellen gegeben wurde. Es schlossen sich zwei 
Waschschritte mit IF-Puffer an. Vor dem Eindeckeln wurden die Zellen nochmals mit PBS 
gewaschen und die Rückseite mit PBS gesäubert. Ein entsprechender Tropfen 
„Fluorescence Mounting Medium“ wurde auf dem Objektträger platziert und das 
Deckgläschen mit der Zellseite luftblasenfrei auf die Flüssigkeit heruntergelassen. Das 
Eindeckelmedium trocknete anschließend 24 h, bevor die mikroskopische Untersuchung 
erfolgte. 
Formaldehydlösung: 4 % w/v p-Formaldehyd in PBS; pH 7,5 
IF-Puffer: 0,2 % Albumin Fraktion V; 0,05 % Saponin und 0,1 % NaN3 in PBS; pH 7,4 
PBS: 136,9 mM NaCl; 27 mM KCl; 101 mM Na2HPO4 x 2H2O und 18 mM KH2PO4 in ddWasser; pH 7,4 
DAPI-Lösung: 0,04 % DAPI in IF-Puffer 
3.1.10. Kryokonservierung 
Die Zellen wurden als Kryokonserve bei -176 °C in Flüssigstickstoff gelagert. Dafür erfolgte 
eine Splittung der Zellen nach Abschnitt 3.1.2. Nach der Zentrifugation wurde der Überstand 
vom Zellpellet abgenommen, anschließend die Zellen mit zugehörigem Kryomedium und 
entsprechendem Volumen versetzt und resuspendiert. Ausreichend gekennzeichnete 
Kryoröhrchen wurden mit je 1 ml Zellsuspension befüllt und diese dann bei -80 °C für 72 h 
gelagert. Die Kryoröhrchen werden anschließend in Flüssigstickstoff überführt. Die 
Inkulturnahme erfolgt nach Abschnitt 3.1.1.  
Kryomedium HEK-293, Caki-2, C2NNMTs, 786-O und 769-P: 95 % RPMI 1640 Kulturmedium; 5 % DMSO 
Kryomedium Caki-1: 95 % DMEM Kulturmedium; 5 % DMSO 
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3.2. Probenpräparation aus Zellen 
3.2.1. Zellernte und Lyse mit RIPA-Puffer 
Eine Möglichkeit der Gewinnung von Proteinen ist der Aufschluss der Zellen mittels RIPA-
Puffer.  
Für die Ernte aus einer 6 cm Zellkulturschale wurde diese dem Brutschrank entnommen, 
der Medienüberstand abgenommen und die Zellen drei Mal mit je 5 ml kaltem PBS 
gewaschen. Anschließend wurde 1 ml PBS auf die Zellen gegeben und die Zellen mittels 
Zellschaber von der Schale gelöst. Die Zellsuspension wurde in ein 1,5 ml Reaktionsgefäß 
überführt, bei 500 x g für 5 min zentrifugiert und der Überstand dann abgenommen und 
verworfen. 200 µl RIPA-Puffer wurden auf das Zellpellet gegeben und gründlich gemischt. 
Der komplette Aufschluss der Zellen sollte durch einen Frier-Tau-Zyklus gewährleistet 
werden. Dafür wurde das Reaktionsgefäß bei -80 °C gelagert und anschließend bei 
Raumtemperatur aufgetaut. Durch Zentrifugation bei 13.200 x g und 4 °C für 10 min wurden 
nicht lösliche Zellfragmente pelletiert. Die Proteinsuspension wurde in ein neues 
Reaktionsgefäß überführt. Abschließend wurde die Proteinkonzentration nach Bradford 
(siehe 3.3.1) bestimmt. Für andere Zellkulturgefäßgrößen wurde das Volumen aller 
Lösungen entsprechend angepasst und sind in der Tabelle 8 aufgeführt. 
Diese Proteinisolation wurde für NAM und IL-6 behandelte Zellen angewendet.  
Tabelle 8: Volumen der verwendeten Lösungen in Abhängigkeit von der Größe des Zellkultur-
gefäßes für die Lyse mit RIPA-Puffer. 
 6-Well-Platte 6 cm Zellkulturschale 
PBS (zum Waschen) 2 ml 5 ml 
PBS (zum Abschaben) 500 µl 1 ml 
RIPA-Puffer 90 µl 200 µl 
PBS: 136,9 mM NaCl; 27 mM KCl; 101 mM Na2HPO4 x 2H2O und 18 mM KH2PO4 in ddWasser; pH 7,4 
RIPA-Puffer: 150 mM NaCl; 50 mM Tris-HCl (pH 8,0); 5 mM Na-EDTA (pH 8,0); 0,5 % NP-40; 0,5 % Triton X-
100; 0,5 % DOC; 0,1 % SDS; 1 mM Na3VO4; 50 mM NaF und 5 mg/ml CompleteTM Mini EDTA-frei in 
ddWasser 
3.2.2. Zellernte und Lyse mit Maltosid-Puffer 
Eine weitere Möglichkeit Proteine aus Zellen zu gewinnen, ist der Aufschluss mit Maltosid-
Puffer. Diese Aufschlussmethode wurde für die Proben der Hypoxie behandelten Zellen 
verwendet. Die 6 cm Zellkulturschale wurde dem Hypoxieschrank entnommen und auf Eis 
gestellt. Zügig wurde der Medienüberstand abgenommen und 5 ml eiskaltes PBS auf die 
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Zellen geben. Insgesamt drei Mal wurden die Zellen mit PBS gewaschen, alles auf Eis. Die 
Zellen wurden mit 160 µl Maltosid-Puffer für 1 h auf Eis inkubiert und anschließend für 
45 min bei 10.000 x g und 4 °C zentrifugiert. Der proteinangereicherte Überstand wurde in 
ein 1,5 ml Reaktionsgefäß überführt und anschließend die Proteinkonzentration nach 
Bradford bestimmt.  
PBS: 136,9 mM NaCl; 27 mM KCl; 101 mM Na2HPO4 x 2H2O und 18 mM KH2PO4 in ddWasser; pH 7,4 
Maltosid-Puffer: 20 mM Tris-HCl (pH 7,4); 50 µM EDTA; 137 mM NaCl; 1 % Dodecyl-β-Maltosid; 0,2 mM 
PMSF in ddWasser 
3.2.3. TriFASTTM-Präparation 
Die Präparation mit TriFASTTM ermöglicht die Gewinnung sowohl von Proteinen, als auch 
von genomischer DNA und RNA. Die Analysen in dieser Arbeit beschränkten sich auf 
Protein- und RNA-Isolation. Die Versuchsdurchführung wird beispielhaft für eine  
6 cm Zellkulturschale beschrieben. Für die Durchführung mit anderen Zellkulturgefäßen 
wurden die Volumina in Tabelle 9 verwendet. Die Volumina der Waschschritte blieben 
gleich. Alle Zentrifugationsschritte wurden bei 4 °C durchgeführt.  
Die Zellen wurden vom Mediumüberstand befreit, drei Mal mit 5 ml Tris-Sucrose-
Waschpuffer gewaschen und mit 1 ml peqGOLD TriFastTM versetzt. Nach einer 
fünfminütigen Inkubation bei Raumtemperatur wurde die homogene Zellsuspension mittels 
Zellschaber von der Schale gelöst und in ein 1,5 ml Reaktionsgefäß überführt. Es folgte die 
Zugabe von 200 µl Chloroform und ein dreiminütiges Invertieren. Die Zentrifugation bei 
12.000 x g für 15 min bewirkte eine Phasentrennung der homogenen Suspension. Die 
untere, organische Phase beinhaltet die Proteine, die mittlere, weiße Interphase die DNA 
und Protein/ DNA-Komplexe und die obere, wässrige Phase die RNA.  
Mit der oberen RNA-Phase wurde wie folgt weiter verfahren. Die obere Phase wurde 
abgenommen, ohne die mittlere Phase zu zerstören. Zur Fällung der RNA wurden 500 µl 
Isopropanol zugesetzt und das Reaktionsgefäß kurz invertiert. Anschließend ruhte die 
Probe für 10 min bei Raumtemperatur. Der folgende Zentrifugationsschritt bei 12.000 x g 
für 10 min pelletierte die gefällte RNA. Der Überstand wurde abgenommen und durch 
75 %igen Ethanol ersetzt. Das schwimmende Pellet wurde bei Raumtemperatur 
geschwenkt, um dieses zu waschen. Der Ethanolschritt wurde wiederholt und dann das 
Pellet bei Raumtemperatur getrocknet. Die Aufnahme des RNA-Pellets erfolgte 
zellabhängig in 40 - 60 µl DEPC-Wasser und wurde für die vollständige Lösung für 
16 - 18 h bei 4 °C gelagert. Eine gute Durchmischung und leichte Zentrifugation 
ermöglichte eine genaue Konzentrationsbestimmung mittels Nanodrop 2000c. Die weitere 
Lagerung der Proben erfolgte bei -20 °C. 
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Verfahren mit der mittleren und unteren Phase:  
Die verbliebene Interphase und Proteinphase wurde mit 300 µl 100 % Ethanol versetzt und 
durch Invertieren gemischt. Nach einer Inkubation auf dem Schüttler für 3 min schloss sich 
eine Zentrifugation für 2 min bei 12.000 x g an, bei dem sich die genomische DNA (gDNA) 
auf dem Reaktionsgefäßboden sammelt. Die Proteinsuspension wurde abgenommen und 
gleichmäßig in zwei 2 ml Reaktionsgefäße überführt. Die Zugabe von je 750 µl Isopropanol, 
mit anschließendem Invertieren führte zur Fällung der Proteine in beiden Reaktionsgefäßen 
und wurde durch eine schwenkende Inkubation für 20 min bei Raumtemperatur 
vervollständigt. Nach fünfminütigem Zentrifugieren bei 12.000 x g wurde der Überstand 
entsorgt. Durch Zugabe von 1,5 ml Guanidinhydrochlorid-Lösung wurde das schwimmende 
Pellet für 20 min inkubiert. Dieser Schritt wurde insgesamt vier Mal durchgeführt. Zwei 
Waschschritte mit 100 %igem Ethanol, unter den gleichen Bedingungen, komplettierte die 
Reinigung der Proteine von Phenolresten. Nach der Abnahme des letzten Waschschrittes 
wurde das Pellet bei Raumtemperatur getrocknet und zellabhängig mit  
120 - 140 µl 2D-Lysispuffer (2D-LP) oder Harnstoff-Thioharnstoff-Puffer (HT-Puffer) 
versetzt, schüttelnd darin gelöst und bei -80 °C eingefroren. Anschließend wurden die 
Proben bei Raumtemperatur unter Schütteln aufgetaut und bei 16.000 x g für 5 min 
zentrifugiert. Eventuell verbliebene Proteinreste konnten durch die erneute Zugabe von 
neuem Puffer weiter in Lösung gebracht werden. Die Proteinkonzentrationsbestimmung 
erfolgte nach Bradford (siehe 3.3.1).  
Diese Isolationsmethode wurde auf alle Transfektionsversuche angewendet.  
Tabelle 9: Volumen der verwendeten Chemikalien/ Lösungen in Abhängigkeit von der Größe des 








TriFASTTM 500 µl 1.000 µl 2.000 µl 
Chloroform 100 µl 200 µl 400 µl 
Isopropanol (RNA) 250 µl 500 µl 1000 µl 
DEPC-Wasser 20 - 30 µl 40 - 60 µl 100 - 140 µl 
Ethanol (Fällung gDNA) 150 µl 300 µl 600 µl 
Isopropanol (Proteine) 750 µl 1.500 µl 3.000 µl 
2D-LP bzw. HT-Puffer 60 - 80 µl 120 - 140 µl 250 - 350 µl 
PBS: 136,9 mM NaCl; 27 mM KCl; 101 mM Na2HPO4 x 2H2O und 18 mM KH2PO4 in ddWasser; pH 7,4 
Tris-Sucrose-Waschpuffer: 10 mM Tris-HCl (pH 7,0) und 250 mM Sucrose in ddWasser 
Guanidinhydrochlorid-Lösung: 0,3 M Guanidinhydrochlorid in 95 % Ehanol 
2D-Lysispuffer: 8 M Harnstoff; 2 M Thioharnstoff; 4 % w/v CHAPS; 40 mM Tris und 50 mM DTT in ddWasser 
HT-Puffer: 8 M Harnstoff und 2 M Thioharnstoff in ddWasser 
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3.2.4. Zellfraktionierung 
Die Anwendung von hypotonischen und hypertonischen Puffern in definierter Reihenfolge 
ermöglicht die Trennung von Zytoplasma- und Kernproteinen. Es wurde eine modifizierte 
Methode nach Schreiber angewendet [97]. 
Für diese Form der Proteingewinnung aus C2NNMTs Zellen wurde von den, in 
10 cm Zellkulturschalen, befindlichen Zellen der Mediumüberstand entfernt und dann drei 
Mal mit 10 ml kaltem PBS gewaschen. Durch die Zugabe von 1 ml PBS und die Anwendung 
eines Zellschabers wurden die Zellen von der Schale gelöst und in ein 2 ml Reaktionsgefäß 
überführt. Ein Zentrifugationsschritt bei 800 x g für 5 min pelletiert die Zellen und ermöglicht 
die Abnahme des Überstandes. 200 µl Puffer A wurden auf die Zellen gegeben und gut 
resuspendiert. Eine zwanzigminütige Inkubation auf Eis schloss sich an. Die Zugabe von 
12,5 µl 10 %igem NP-40, eine Invertierung von 60 s und die Zentrifugation für 30 s bei 
9.300 x g bei 4 °C ermöglichte die Gewinnung der Zytoplasmafraktion, welche sich im 
Überstand befand und in ein neues 1,5 ml Reaktionsgefäß überführt wurde. Das 
Kernproteinpellet wurde drei Mal mit je 300 µl Puffer A gewaschen, um Reste von NP-40 
und Zytoplasmaproteinen zu entfernen. Dazu erfolgte die Zugabe von Puffer A, eine 
Eisinkubation für 2 min und ein kurzer Zentrifugationsschritt bei 9.300 x g und 4 °C. Der 
Überstand wurde möglichst restlos abgenommen und anschließend 25 µl Puffer C auf das 
Pellet gegeben und resuspendiert. Die Suspension wurde 15 min auf Eis gestellt und dabei 
alle 2 min gut gemischt. Für die Gewinnung der Kernfraktion wurde die Proteinsuspension 
bei 16.100 x g für 5 min zentrifugiert. Der Überstand enthielt die Kernproteine. Die 
Proteinkonzentrationsbestimmung erfolgte nach Bradford (siehe 3.3.1).  
PBS: 136,9 mM NaCl; 27 mM KCl; 101 mM Na2HPO4 x 2 H2O und 18 mM KH2PO4 in ddWasser; pH 7,4 
Puffer A: 10 mM HEPES (pH 7,9); 15 mM KCl; 2 mM MgCl x 6 H2O; 0,1 mM EDTA x 2 H2O (pH 8,0); 1 mM 
DTT; 0,5 mM PMSF; 5 mg/ml CompleteTM Mini EDTA-frei in ddWasser 
Puffer C: 20 mM HEPES (pH 7,9); 420 mM NaCl; 25 % v/v Glycerol; 0,2 mM EDTA x 2 H2O (pH 8,0); 0,5 mM 
DTT; 0,5 mM PMSF; 5 mg/ml CompleteTM Mini EDTA-frei in ddWasser 
3.2.5. Humanes Patientenmaterial 
Neben den verschiedenen Zelllinien wurde Patientenmaterial, in Form von isolierter RNA 
und isolierten Proteinen, für die Analysen verwendet. Das Material wurde von Herrn Dr. 
Zimmermann bereitgestellt, von Frau Dr. Junker aufbereitet und bereits in der Arbeit von 
Frau Dr. Oldenburg verwendet.  
Die Proben wurden in vier Gruppen eingeteilt und repräsentieren die drei Tumorstadien des 
klarzelligen Nierenzellkarzinoms. Die Gruppen gliedern sich in gesundes Nierengewebe 
(Gesund) und die drei Tumorstadien pT1, pT2 und pT3. Insgesamt wurden acht Proben pro 
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Gruppe verwendet. Das verwendete Probenmaterial wird, mit der jeweiligen Bezeichnung, 
in Tabelle 10 aufgeführt und nach RNA und Proteinen aufgeteilt.  
Tabelle 10: Probenbezeichnung von humanen Patientenmaterial. 
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3.3. Proteinbiochemische Methoden 
3.3.1. Bestimmung der Proteinkonzentration nach Bradford 
Für die Konzentrationsbestimmung der Proteinlysate wurde eine modifizierte Methode nach 
Bradford angewendet [98].  
Die Messung erfolgte zum einen in der Mikrotiterplatte mit dem Photometer 
Infinite® 200 NanoQuant für Proteine in RIPA-, Maltosid-, und Fraktionierungspuffer und 
zum anderen in der Küvette mit dem Photometer Helios β für Proteine in 2D-Lysis- und HT-
Puffer. Aufgrund unterschiedlicher Volumina in Mikrotiterplatte und Küvette ergeben sich 
unterschiedliche Pipettierschema für die Eichkurven, welche in den Tabellen (Tabelle 11) 
und (Tabelle 12) aufgeführt sind.  
Für die Analyse der Proben in der Mikrotiterplatte wurden diese zuvor 1:10 verdünnt und 
von diesem Ansatz 2 µl für die Messung verwendet. 18 µl ddWasser wurden vorgelegt, 2 µl 
verdünnte Probe zugegeben und mit 300 µl Bradfordlösung versetzt. Nach der 
lichtgeschützten zehnminütigen Inkubation wurden die Eichkurve und die Probenproteine 
in der Mikrotiterplatte photometrisch bei einer Wellenlänge von 595 nm gemessen. 











0 18 µl - 2 µl 300 µl 
0,4 16 µl 2 µl 2 µl 300 µl 
0,8 14 µl 4 µl 2 µl 300 µl 
1,2 12 µl 6 µl 2 µl 300 µl 
1,6 10 µl 8 µl 2 µl 300 µl 
2,0 8 µl 10 µl 2 µl 300 µl 
2,4 6 µl 12 µl 2 µl 300 µl 
2,8 4 µl 14 µl 2 µl 300 µl 
Bei den Proben für die Küvette war keine Verdünnung nötig. So wurden 2 µl Probe mit 98 µl 
ddWasser und 1,5 ml Bradfordlösung gemischt und ebenfalls bei 595 nm photometrisch 
vermessen. Auch hier wurde die lichtgeschützte Inkubation von 10 min eingehalten.  
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0 98 µl - 2 µl 1,5 ml 
2 88 µl 10 µl 2 µl 1,5 ml 
4 78 µl 20 µl 2 µl 1,5 ml 
6 68 µl 30 µl 2 µl 1,5 ml 
8 58 µl 40 µl 2 µl 1,5 ml 
10 48 µl 50 µl 2 µl 1,5 ml 
12 38 µl 60 µl 2 µl 1,5 ml 
15 23 µl 75 µl 2 µl 1,5 ml 
19,6 - 98 µl 2 µl 1,5 ml 
Bradfordlösung: 10 % w/v Coomassie blue G250; 5 % v/v vergällten Ethanol und 10 % v/v konz. Phosphor-
säure in ddWasser 
3.3.2. Eindimensionale SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese 
Eine oft verwendete Methode dieser Arbeit ist die Auftrennung von Proteingemischen nach 
deren Molekulargewicht durch die Polyacrylamid-Gelelektrophorese. Alle Proteinlysate in 
den unterschiedlichen Puffern konnten für diese Methode verwendet werden. Dafür wurden 
die zu vergleichenden Lysate auf eine einheitliche Proteinkonzentration eingestellt, mit 
RIPA-Puffer auf ein gleiches Volumen gebracht und mit Proteinprobenpuffer (Endanteil 1x) 
vervollständigt. Die anschließende Denaturierung erfolgte bei 95 °C für 5 min, mit 
Ausnahme von 2D-Lysispuffer- und HT-Pufferproben. 
Tabelle 13 beinhaltet die Angaben zur Zusammensetzung der Polyacrylamidgele, welche 
in Biometra-Kammern vorbereitet wurden. Die Prozentigkeit des Trenngels richtete sich 
nach der Größe der zu untersuchenden Proteine. 
Tabelle 13: Zusammensetzung von SDS-Polyacrylamidtrenngel und -sammelgel. 
Chemikalie 
6 %  
Trenngel 
10 %  
Trenngel 




ddWasser 5,3 ml 4 ml 3,7 ml 2,8 ml 
Trenngelpuffer 2,5 ml 2,5 ml 2,5 ml - 
Sammelgelpuffer - - - 1,25 ml 
30 % Acrylamid 2,0 ml 3,3 ml 3,7 ml 750 µl 
10 % SDS 100 µl 100 µl 100 µl 50 µl 
10 % APS 50 µl 50 µl 50 µl 50 µl 
TEMED 5 µl 5 µl 5 µl 5 µl 
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Das Trenngel wurde in den Zwischenraum der Glasplatten überführt und mit verdünntem 
Isopropanol überschichtet, um eine gerade Grenzoberfläche zu schaffen. Nach dem 
vollständigen Polymerisieren wurde das Sammelgel auf das Trenngel geschichtet und der 
Probenkamm luftblasenfrei eingesetzt. Die Glasplatten wurden in die untere Laufkammer 
in SDS-Laufpuffer eingesetzt und mit Klammern fixiert, nachdem Dichtungsgummi und 
Probenkamm entfernt waren. Das Auffüllen der oberen Kammer der Gelelektro-
phoresekammer vervollständigte die Vorbereitung vor der Probenauftragung.  
Das Probenvolumen in den Sammelgeltaschen variierte zwischen 20 µl und 40 µl. Für die 
spätere Größenzuordnung der Proteine wurde ein Proteinmarker (PageRulerTM Prestained 
bzw. Unstained Protein Ladder) verwendet, welcher dies durch definierte 
Molekulargewichte erleichterte. Der gesamte Lauf erfolgte bei einer Spannung von 100 V 
und wurde nach Sichtkontrolle der Lauffront gestoppt.  
2x Proteinprobenpuffer: 125 mM Tris-HCl (pH 6,8); 4 % SDS; 20 % Glycerol; 2 % Mercaptoethanol und 
0,02 % Bromphenolblau in ddWasser 
4x Proteinprobenpuffer: 250 mM Tris-HCl (pH 6,8); 8 % SDS; 40 % Glycerol: 4 % Mercaptoethanol und 
0,04 % Bromphenolblau in ddWasser 
6x Proteinprobenpuffer: 375 mM Tris-HCl (pH 6,8); 12 % SDS; 60 % Glycerol; 6 % Mercaptoethanol und 
0,06 % Bromphenolblau in ddWasser 
Sammelgelpuffer: 0,5 M Tris (pH 6,8) in ddWasser 
Trenngelpufffer: 1,5 M Tris-HCl (pH 8,8) in ddWasser 
SDS-Laufpuffer: 192 mM Glycin; 24,8 mM Tris und 0,1 % SDS in ddWasser  
3.3.3. Zweidimensionale SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese 
Bei der zweidimensionalen Gelelektrophorese werden Proteingemische zuerst nach ihrem 
isoelektrischen Punkt und dann nach ihrem Molekulargewicht getrennt. Dabei entsteht nicht 
das typische Bandenmuster wie bei der eindimensionalen Gelelektrophorese, sondern ein 
Punktmuster (Spotmuster).  
Die zweidimensionale Gelelektrophorese unterteilt sich in mehrere Schritte und beginnt mit 
der Rehydratisierung der IPG-Streifen. Die zu trennende Proteinmenge, abhängig von der 
Streifenlänge (Tabelle 14), wurde mit Rehydratisierungspuffer auf das gewünschte 
Volumen aufgefüllt und mit 2,2 µl Pharmalyten pH 3 - 10 versetzt. Diese Probe wurde 
gleichmäßig in der Probenkammer verteilt. Die Schutzfolie des IPG-Streifens wurde 
entfernt, mit der Gelseite auf der Probe platziert und mit Mineralöl überschichtet. Die 
Rehydratisierung fand für 16 h bei 20 °C statt.   
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Tabelle 14: Übersicht der Versuchsparameter für die Rehydratisierung der transfizierten Caki-2 
Proteinproben. 
Probe Volumen Proteinmenge IPG-Streifen 
Caki-2 mock 20 µM 200 µl 200 µg pH 3 - 10 NL, 11 cm 
Caki-2 NNMT 20 µM 200 µl 200 µg pH 3 - 10 NL, 11 cm 
Caki-2 mock 100 µM 200 µl 200 µg pH 3 - 10 NL, 11 cm 
Caki-2 NNMT 100 µM 200 µl 200 µg pH 3 - 10 NL, 11 cm 
Der nächste Schritt beinhaltete die Fokussierung (PROTEAN i12TM IEF Cell), welche die 
erste Dimension darstellt. Die Auftrennung nach dem isoelektrischen Punkt begann mit der 
Anfeuchtung von Elektrodenpapierstreifen, welche dann auf den Elektroden der 
Fokussierungskammer platziert wurden. Darauf wurden die IPG-Streifen, mit der Gelseite 
nach unten, den Elektroden entsprechend ausgerichtet. Es folgte die Überschichtung mit 
Mineralöl. Die isoelektrische Fokussierung fand nach dem, in Tabelle 15 aufgeführten, 
Programm bei 20 °C statt.  
Tabelle 15: Fokussierungsbedingungen für IPG-Streifen von einer Länge von 11 cm und  
pH-Bereich 3 - 10. 
Schritt Startspannung Endspannung Zeit oder Voltstunden Anstieg 
1 0 V 250 V 15 min Schnell 
2 250 V 8.000 V 120 min Linear 
3 8.000 V 8.000 V bis 25.000 Vhr Schnell 
Nach der isoelektrischen Fokussierung folgte die Äquilibrierung. Dafür wurden die Streifen, 
mit der Gelseite nach oben, in eine Äquilibrierungkammer überführt und zwei Mal für je 
7,5 min mit je 2,5 ml des Äquilibrierungspuffers 1 schwenkend äquilibriert. Dieser Schritt 
wurde mit dem Äquilibrierungspuffer 2 wiederholt. Die Äquilibrierung dient der Reduzierung 
der Disulfidbrücken, welche dann alkyliert werden.  
Die anschließende SDS-PAGE ist die zweite Dimension und trennt die Proteine nach ihrem 
Molekulargewicht auf. Es wurden 10 %ige Trenngele (24 cm Gele, 85 ml Trenngellösung 
ohne SDS, siehe Tabelle 13) verwendet. Nach der vollständigen Polymerisation wurden die 
äquilibrierten IPG-Streifen in Laufpuffer getaucht und zwei Streifen nebeneinander auf dem 
Trenngel platziert. Die Überschichtung erfolgte mit einer bromphenolblauhaltigen 
Agaroselösung, zur Sichtbarmachung der Lauffront während der Elektrophorese. Die Gele 
wurden in die, mit Laufpuffer gefüllte, Laufkammer eingespannt und bis zur Markierung mit 
Laufpuffer überschichtet. Der Lauf erfolgte bei einer konstanten Leistung von anfänglich 
1 W pro Gel und wurde nach zwei Stunden auf 2 W pro Gel erhöht. Insgesamt betrug die 
Laufzeit 20 h.  
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Rehydratisierungspuffer: 8 M Harnstoff; 2 M Thioharnstoff; 2 % CHAPS und Bromphenolblau in ddWasser 
Äquilibrierungspuffer 1: 6 M Harnstoff; 1,5 M Tris-HCl (pH 8,8); 20 % v/v Glycerol; 2 % w/v SDS und  
2 % w/v DTT in ddWasser  
Äquilibrierungspuffer 2: 6 M Harnstoff; 1,5 M Tris-HCl (pH 8,8); 20 % v/v Glycerol; 2 % w/v SDS und  
2,5 % w/v IAA in ddWasser  
Laufpuffer: 24,8 mM Tris; 192 mM Glycin und 0,1 % SDS in ddWasser; pH 8,3 
Agaroselösung: 1 % w/v Agarosestandard in Laufpuffer mit Bromphenolbau 
3.3.4. Proteinfärbung in Polyacrylamidgelen mit kolloidalem Coomassie 
Mit dem Farbstoff Coomassie Brilliant blue (Roti®-Blue), einem Triphenylmethanfarbstoff, 
ist es möglich, Proteine unspezifisch zu färben, da sich der Farbstoff an die basische 
Seitenkette von Aminosäuren anlagert.  
Für die Färbung wurden die Gele nach der SDS-PAGE in einer Fixierlösung für 1 h 
geschwenkt. Nach Entfernung dieser wurden die Gele in die Coomassielösung gelegt und 
schwenkend für 16 - 24 h darin inkubiert. Die Entfärbung des Gelhintergrundes wurde durch 
die mehrmalige Wäsche mit Entfärberlösung für je 1 h erreicht.  
Diese Methode wurde sowohl bei der eindimensionalen, als auch bei der zweidimen-
sionalen SDS-PAGE angewendet.  
Coomassielösung: 20 % v/v Methanol und 20 % v/v Roti®-Blue in ddWasser 
Fixierer: 40 % v/v Methanol und 15 % v/v Essigsäure in ddWasser 
Entfärber: 20 % v/v Methanol in ddWasser 
3.3.5. Western Blot 
Die Methode des Western Blot dient der Übertragung von Proteinen auf eine 
Trägermembran, hier der Nitrocellulosemembran, mit der Möglichkeit, die Proteine in einem 
späteren Schritt mit Antikörpern nachzuweisen.  
In der Arbeit wurde mit dem semi-dry Blot gearbeitet. Das Schichtungssystem der 
Komponenten sah wie folgt aus: Auf die Anodenplatte wurde eine Lage Filterpapier gelegt. 
Darauf folgte eine größengleiche Nitrozellulosemembran. Beide wurden vorher für einige 
Minuten in Anodenpuffer gelegt. Es folgte das feuchte Polyacrylamidgel und eine weitere 
Schicht feuchtes Filterpapier. Diese beiden Komponenten wurden vorher in Kathodenpuffer 
gelegt. Überschüssiger Puffer wurde mittels einer Rolle ausgestrichen. Dabei sind 
Luftblasen zu vermeiden. Mit einer Stromstärke von 1 mA pro 1 cm2 erfolgte der Transfer 
innerhalb von 70 min.  
Anodenpuffer: 10 % Roth®-Blot A und 20 % Methanol in ddWasser 
Kathodenpuffer: 10 % Roth®-Blot K und 20 % Methanol in ddWasser 
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3.3.6. Immunologische Detektion 
Zur Überprüfung der Transfereffizienz wurde die Nitrozellulosemembran für 5 min in eine 
Ponceau-S-Lösung gelegt und geschwenkt. Zur Sichtbarmachung des Protein-
bandenmusters wurde der Überschuss dieser Lösung mittels ddWasser abgespült. Die 
Membran wurde digitalisiert und das Bild später für die Proteinquantifizierung genutzt.  
Anschließend wurde die Membran mit einer Blockierungslösung für 1h inkubiert. Es folgte 
ein kurzer Äquilibrierungsschritt mit TBST für 5 min. Der Antikörper wurde stets in der 
Primärantikörperlösung verdünnt. Die Inkubation der Membran mit dem spezifischen 
Antikörper (siehe 2.11.) erfolgte schwenkend bei 4 °C für 16 - 20 h. Danach wurde die 
Membran drei Mal für je 5 min in TBST geschwenkt. Die anschließende Inkubation mit der 
Sekundärantikörperlösung wurde bei Raumtemperatur für 30 min auf dem Schwenker 
durchgeführt (siehe 2.11.). Die bereits vorgenommen Waschschritte mit TBST wurden im 
gleichen Maße wiederholt. Für die Detektion schwächer exprimierter Proteine wurde eine 
gebrauchsfertige Dura-Lösung (Komponente A und B wurden 1:1 gemischt) verwendet und 
für abundante Proteine die ECL-Lösung. Dafür wurde die Membran mit der jeweiligen 
Substratlösung pipettierend benetzt (Dura-Lösung) oder geschwenkt (ECL-Lösung), jeweils 
für 3 min.  
Die Membran wurde in der Filmkassette in einer durchsichtigen Folie fixiert und das Signal 
auf Röntgenfilm exponiert.  
Der Film wurde nach gewünschter Zeit von der Membran genommen und in die 
Entwicklerlösung gelegt. Bei Erscheinen von geeigneten Signalen wurde der Film kurz in 
Wasser gespült und dann fixiert. Nach der anschließenden Trocknung des Films erfolgte 
die Digitalisierung. Die Auswertung der erhaltenen Signale erfolgte mittels des Programms 
Image J.  
Ponceau S-Lösung: 0,2 % w/v Ponceau S und 3 % Trichloressigsäure in ddWasser 
TBST: 137 mM NaCl; 20 mM Tris (pH 7,6; HCl) und 0,1 % v/v Tween20 in ddWasser 
Blockierungslösung: 10 % v/v Roti® Block in ddWasser 
Primärantikörperlösung: 5 % w/v Albumin Fraktion V in TBST, Spatelspitze NaN3 
Sekundärantikörperlösung: Sekundärantikörper 1:30.000 in Blockierungslösung 
Lösung A (ECL): 0,1 M Tris (pH 8,6; HCl) und 14,1 M Luminol in ddWasser 
Lösung B (ECL): 5,5 % w/v para-Hydroxycoumarinsäure in DMSO 
ECL-Lösung: 2 ml Lösung A; 200 µl Lösung B und 0,6 µl H2O2 (30 %) 
Entwickler: 40 % v/v Entwickler G 153 B und 10 % v/v Entwickler G 153 A in Wasser 
Fixierer: 20 % v/v Rapid Fixer G354 in Wasser 
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3.3.7. Enzymatischer Proteinverdau für Massenspektrometrie 
In-Gel-Verdau 
Die vielfältige Anwendungsmöglichkeit der Massenspektrometrie wurde in dieser Arbeit zur 
Identifizierung von Proteinen genutzt. Es wurden sowohl zweifach differentiell exprimierte 
Proteinspots aus den 2D-Gelen nach Analyse und Quantifizierung mit Hilfe der Delta2D-
Software ausgeschnitten, als auch Proteinbanden auf den 1D-Gelen nach Analyse mit der 
Software Image J untersucht.  
Während die Proteinspots aufgrund der Probenanzahl automatisch in einer 96-Well-
Mikrotiterplatte verdaut wurden, folgte der proteolytische Verdau der Proteinbanden 
manuell.  
Die coomassiegefärbten, ausgeschnittenen Gelstücke wurde für die Entfärbung mit je 
200 μl NH4HCO3-Lösung für 30 min bei 37 °C in low-binding Reaktionsgefäßen (0,65 ml) 
inkubiert. Waren die Gelstücke noch nicht vollständig entfärbt, wurde der Überstand 
abgenommen und der Schritt wiederholt. Anschließend wurden diese mit je 100 µl 
Acetonitril (ACN) versetzt und für 15 min bei Raumtemperatur dehydratisiert. Nach der 
Trocknung wurde der Überstand abgenommen und mit 20 µl Trypsin-Lösung für 20 min bei 
Raumtemperatur rehydratisiert. Sofern die Lösung die Gelstücke nicht vollständig 
bedeckte, erfolgte die erneute Zugabe von 5 - 10 µl Trypsin-Lösung. Nun wurden diese für 
16 - 20 h bei 37 °C inkubiert. Nach dem Proteinverdau wurde der Überstand in ein neues 
Reaktionsgefäß überführt und 20 µl Essigsäurelösung auf die verbliebende Gelmasse 
gegeben. Die Extraktion der Peptide erfolgte bei 37 °C für 30 min, mit anschließendem 
Zentrifugationsschritt bei 2.400 x g für 2 min. Das Extrakt wurde zu der bereits 
abgenommen Lösung gegeben. Dieser Extraktionsschritt wurde wiederholt.  
Die vereinigten Peptidextrakte wurden mittels SpeedVac auf 2 µl eingeengt und mit Puffer A 
auf 20 µl aufgefüllt. Bis zur Messung wurden die Proben bei -20 °C gelagert. Die 
nachfolgende Massenspektrometrie wurde mit freundlicher Unterstützung von  
Frau Dr. Venz durchgeführt. 
NH4HCO3-Lösung: 100 mM NH4HCO3 und 50 % v/v ACN in HPLC-Wasser 
Trypsin-Lösung: 10 mM NH4HCO3; 25 % v/v ACN und 5 ng/µl Trypsin in HPLC-Wasser 
Essigsäurelösung: 0,05 % Essigsäure und 50 % v/v ACN in HPLC-Wasser 
Puffer A: 0,05 % v/v Essigsäure und 2 % ACN in HPLC-Wasser 
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Gelfreier Verdau 
Dieser Verdau dient der Probenvorbereitung für die Massenspektrometrie. Es handelt sich 
dabei um Proteinlysate in HT-Puffer. Die Proteinkonzentration wurde nach Bradford 
bestimmt und mit der Anfertigung eines coomassiegefärbten SDS-PAGE-Gels überprüft. 
5 µg Proteinlysat wurden mit NH4HCO3-Lösung auf 21,5 µl aufgefüllt, damit Harnstoff und 
Thioharnstoff auf eine maximale Endkonzentration von 1 M verdünnt werden. Für die 
Reduktion der Disulfidbrücken wurde DTT entsprechender Menge zugegeben, um eine 
Endkonzentration von 2,5 mM zu erreichen. Diese Suspension wurde 1 h bei 60 °C im 
Heizblock inkubiert. Zur Probe wurden 2 µl NH4HCO3-Lösung geben, sowie IAA-Lösung für 
die Alkylierung (Endkonzentration von 10 mM IAA). Dieser 30 µl Ansatz wurde für 30 min 
bei 37 °C im Dunkeln inkubiert. Der enzymatische Verdau wurde durch die Zugabe von 
10 µl Trypsin-Lösung eingeleitet. Für die optimalen Reaktionsbedingungen des Enzyms 
wurde die Probe für 20 h bei 37 °C inkubiert. Der Reaktionsstopp wurde durch die Zugabe 
von 10 µl 5 % Essigsäure (zu erreichende Endkonzentration 1 %) bewirkt.  
Zur Entsalzung der Proben wurden ZipTip® Pipettenspitzen mit einer maximalen 
Ladekapazität von 2 µg Protein/ Peptid verwendet. Zunächst wurden die ZipTip® Pipetten-
spitzen vorbereitet. Dabei erfolgten folgende Schritte: drei Mal je 10 µl 100 % ACN, fünf Mal 
jeweils 10 µl einer 80 %, 50 % und 30 % ACN-Lösung auf und ab pipettieren. Dann wurden 
jeweils 10 µl 1 % Essigsäure zwei Mal aufgenommen und abgegeben. Nun erfolgte die 
Aufnahme der Probe, welche 12x auf und ab pipettiert wurden. Die gebundenen Peptide 
wurden dann fünf Mal mit je 10 µl 1 % Essigsäure in der Spitze gewaschen. Die 
gebundenen Peptide wurden eluiert, indem zuerst 10 µl 50 % ACN-Lösung fünf Mal auf und 
ab pipettiert wurden und dann die Peptid-ACN Mischung in ein 0,65 ml Reaktionsgefäß 
überführt wurde. Dieser Schritt wurde mit einer 80 % ACN-Lösung wiederholt. Die 
vereinigten Eluate wurden bei -20 °C gelagert, vor dem Gebrauch aufgetaut und dann 
mittels SpeedVac auf 2 µl eingeengt. Die Zugabe von 20 µl Puffer A beendet die 
Vorbereitung der Proben für die MS-Messung. Die nachfolgende Massenspektrometrie 
wurde mit freundlicher Unterstützung von Frau Dr. Venz durchgeführt. 
Harnstoff-Thioharnstoffpuffer: 8 M Harnstoff und 2 M Thioharnstoff in ddWasser 
NH4HCO3-Lösung: 20 mM NH4HCO3 und 50 % v/v ACN in HPLC-Wasser 
DTT-Lösung: 25 mM DTT in NH4HCO3-Lösung 
IAA-Lösung: 100 mM IAA in NH4HCO3-Lösung 
Trypsin-Lösung: 10 mM NH4HCO3; 25 % v/v ACN und 10 ng/µl Trypsin in HPLC-Wasser 
5 % Essigsäure: 5 % v/v Essigsäure in HPLC-Wasser 
80 % ACN-Lösung: 80 % v/v ACN und 1 % Essigsäure in HPLC-Wasser 
50 % ACN-Lösung: 50 % v/v ACN, 1 % Essigsäure in HPLC-Wasser 
30 % ACN-Lösung: 30 % v/v ACN, 1 % Essigsäure in HPLC-Wasser 
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3.3.8. Massenspektrometrie 
Die aufbereiteten Peptidproben aus Abschnitt 3.3.7 wurden mit unterschiedlichen 
Analysatoren der Massenspektrometrie unterzogen. Während die Proben des In-Gel-
Verdau mittels MALDI-TOF-TOF analysiert wurden, geschah dies bei den Proben des 
gelfreien Verdaus mit der HPLC-ESI-MS-MS analysiert. Die Massenspektrometrie wurde 
mit freundlicher Unterstützung von Frau Dr. Venz durchgeführt. Die erhaltenen Daten 
wurden mit der SwissProt - Datenbank rel. 2014-02 der Taxonomie human verglichen und 
mit der Software Scaffold Version 4.8.2 analysiert.  
3.3.9. SIRT1-Aktivitäts-Assay 
Die große Familie der Sirtuine gehört zu den NAD+-abhängigen Deacetylasen, welche 
neben den Histonen eine Vielzahl an Substraten aufweisen. Bei der enzymatischen 
Reaktion werden Proteine deacetyliert und NAD+ zu Nikotinamid (NAM) umgewandelt. 
Inhibitoren und Aktivatoren können einen Einfluss auf die enzymatische Reaktion nehmen.  
Das in dieser Arbeit angewendete Kit sollte verschiedene Substanzen auf ihre Wirkung hin 
untersuchen. Neben Resveratrol (Res) als Aktivator, lag dem Kit Nikotinamid als effektiver 
Inhibitor bei. In der folgenden Untersuchung sollte der Effekt von N1-Methylnikotinamid 
(MNAM) ermittelt werden.  
Die Vorgehensweise folgte den Herstellervorgaben. Zunächst erfolgte die Anfertigung einer 
Standardkurve, anhand derer man die Aktivität der rekombinanten SIRT1 mittels 
Fluoreszenz bestimmen kann. Hierfür wurde eine Standardlösung, welche deacetyliertes 
Substrat enthält, in verschiedenen Konzentrationen in eine 96-Well-Platte pipettiert und 
nach Anleitung mit Entwicklerlösung versetzt. In Duplikaten wurde nach dem folgenden 
Schema (Tabelle 16) pipettiert.  







20 µM 47,5 µl 2,5 µl 
40 µM 45,0 µl 5,0 µl 
60 µM 42,5 µl 7,5 µl 
80 µM 40,0 µl 10.0 µl 
Zu dem 50 µl Reaktionsansatz (Assaypuffer + Standardlösung) wurden 5 µl Entwickler-
lösung (Reaktionswerte) oder 5 µl Assaypuffer (blank-Werte) gegeben. Nach einem kurzen 
Mischen mittels Schüttler wurden die Proben bei 37 °C für 10 min inkubiert. Die 
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Fluoreszenzmessung erfolgte bei 360 nm und 465 nm mit dem Photometer 
Infinite® 200 NanoQuant (Verstärkung 20x). Für die Erstellung der Standardreihe wurde der 
Wert der blank-Werte vom jeweiligen Reaktionswert abgezogen und die Ergebnisse in ein 
Diagramm übertragen. Die resultierende Standardreihe kann als Ermittlung der 
Enzymaktivität verwendet werden. Je höher die Fluoreszenz ist, desto aktiver das 
rekombinante Enzym und desto aktivierender der Zusatz.  
Für die eigentliche Zwei-Schritt-Reaktion wurde nachfolgendes Schema aus Tabelle 17 
pipettiert.  










Res NAM MNAM 
SIRT1 (nur Enzym) 32 µl 3 µl 5 µl - - - 
Inhibitorreaktion 27 µl 3 µl 5 µl 5 µl - - 
Aktivatorreaktion 27 µl 3 µl 5 µl - 5 µl - 
MNAM-Reaktion 27 µl 3 µl 5 µl - - 5 µl 
NAM + MNAM 23 µl 3 µl 5 µl  5 µl 5 µl 
blank 37 µl 3 µl - - - - 
Nach dem Pipettieren wurde 10 µl acetyliertes SIRT1 Substrat dazu gegeben und kurz 
gemischt. Der Inkubationsschritt erfolgte bei 37 °C für 30 min. Wie bei der Standardreihe 
wurde 5 µl Entwicklerlösung pro Well zugegeben, gemischt und dann 10 min bei 37 °C 
inkubiert. Die Fluoreszenzmessung erfolgte bei den gleichen Wellenlängen wie bei der 
Standardreihenmessung.  
Für die Bestimmung der Enzymaktivität wurden der ermittelte blank-Fluoreszenzwert von 
allen anderen Reaktionswerten abgezogen und der jeweils verbliebene Wert in die Funktion 
der Standardreihe eingesetzt. Verglichen werden konnten nun die Aktivitäten der 
Reaktionen ohne Zusatz (SIRT1), der Inhibitorreaktion, der Aktivatorreaktion und der 
MNAM-Reaktion, um im Speziellen den Einfluss von MNAM zu ermitteln.  
Alle Puffer und Lösungen waren im Kit enthalten und wurden nach Herstellerangaben 
angesetzt und verwendet. Dieser Ablauf wurde für die Datenermittlung insgesamt vier Mal 
durchgeführt.  
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3.4. Molekularbiologische Methoden 
3.4.1. cDNA-Synthese 
Unter Einsatz der Reversen Transkriptase kann aus mRNA-Molekülen komplementäre 
DNA (cDNA) synthetisiert werden. Als Primer fungiert Oligo-d(T)15, da es an den  
poly(A)-Schwanz am Ende der eukaryontischen mRNA bindet. Die gewonnene cDNA 
wurde für die qPCR (quantitative Polymerasekettenreaktion) eingesetzt.  
Verwendet wurde TriFastTM präparierte RNA (siehe Abschnitt 3.2.3) aus allen Zelllinien 
(HEK-293, Caki-1, Caki-2, 786-O, 769-P und C2NNMTs). Nach dem Pipettierschema in 
Tabelle 18 wurde die RNA in cDNA umgeschrieben und anschließend mit ddWasser auf 
200 µl aufgefüllt.  
Tabelle 18: Pipettierschema für cDNA-Synthese aus mRNA. 
Reaktionskomponente Volumen  
1,5 µg RNA x µl 13,5 µl Ansatz 5 min bei 
65 °C denaturieren,  
dann auf Eis 
Oligo-d(T)15 (0,5 µg/µl) 1 µl 
DEPC-Wasser auf 13,5 µl auffüllen 
dann hinzufügen 
5x M-MLV-Puffer 4 µl 
20 µl Ansatz für 1 h bei 
42 °C und 10 min bei 
70 °C erhitzen 
10 mM dNTPs 1 µl 
RNasin 0,5 µl 
M-MLV-RTase 1 µl 
 
3.4.2. Klonierung von pCMV-rtTA-tetO-NNMT-sense 
Die Klonierung beschreibt eine Methode, bei der das gewünschte DNA-Fragment in einen 
tranfektionsfähigen Vektor integriert wird und wie in diesem Fall die Expression und der 
Einfluss von NNMT in einer humanen Zellkulturlinie untersucht werden kann. Dieser 
zeitaufwendige Teil dieser Arbeit bestand in der Herstellung einer stabil transfizierten 
Zelllinie mit induzierbarem Überexpressionssystem. Das dafür verwendete Plasmid wurde 
in vielen Einzelschritten aus drei verschiedenen Plasmiden und einer gewünschten DNA-
Sequenz für NNMT kloniert. Die erhaltenen Zwischenprodukte und deren Produktgrößen 
wurden jeweils in 1,5 %igen Agarosegelen überprüft. Notwendige Aufreinigungen erfolgten 
mit Hilfe des PCR Purrifikation Kit (Qiagen) oder des Miniprep Kit (Qiagen). Alle 
Konzentrationsbestimmungen wurden mit dem Nanodrop 2000c durchgeführt.  
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Die Einzelschritte, sowie deren Reihenfolge, werden in diesem Abschnitt dargestellt, wobei 
die angewendeten Teilmethoden in den nachfolgenden Abschnitten 3.4.3 bis 3.4.9 im Detail 
beschrieben werden.  
Die benötigte NNMT cDNA wurde, durch die Anwendung einer PCR mit speziellen Primern 
und der Phusion-DNA-Polymerase aus Caki-1 cDNA gewonnen. Anschließend wurde das 
gereinigte Produkt mit den Restriktionsenzymen BamHI und EcoRI geschnitten. Vom 
aufgereinigten Produkt wurde die Konzentration bestimmt und 80 ng NNMT-Fragment mit 
100 ng des Vektors pUHD10-3 ligiert. Der Vektor wurde von Frau Dr. Junker bereitgestellt 
und war ebenfalls mit den Restriktionsenzymen BamHI und EcoRI geschnitten und 
anschließend dephosphoryliert worden. Das erhaltene Plasmid pUHD10-3-NNMTs wurde 
in den Bakterienstamm E.coli SURE transformiert. Die Bakteriensuspension wurde auf LB-
Agarplatten mit den Antibiotika Ampicillin (Amp), Kanamycin (Kana) und Tetracyclin (Tet) 
ausplattiert (Konzentrationen siehe 2.8.). Ein Teil der erhaltenen Klone wurde mittels PCR 
getestet. Dafür wurde die DNA mittels Taq-Polymerase vervielfältigt und der 
Reaktionsansatz auf ein 1,5 %iges Agarosegel aufgetragen. Klone, die das gesuchte 
Amplikon aufwiesen, wurden nach Koloniewachstum mit dem Miniprep Kit (Qiagen) 
aufgereinigt und durch die Firma Mikrosynth Seqlab sequenziert.  
Der Klon mit korrekt orientiertem Insert wurde für die weitere Klonierung verwendet. Das 
Plasmid pUHD10-3-NNMTs wurde mit den Restriktionsenzymen XhoI und HindIII 
geschnitten und aufgereinigt. Die entstandenen 5´-Überhänge wurden mit der Klenow-
Polymerase geglättet und die Produkte im Agarosegel aufgetragen.  
Durch die Restriktionsspaltung wurde aus dem 3.967 bp großen Plasmid pUHD10-3-
NNMTs ein 1.700 bp Fragment (beinhaltet tetO-NNMTs-polyA) herausgeschnitten, welches 
für die weitere Klonierung benötigt wurde. Im Agarosegel waren zwei Fragmente erkennbar, 
wobei das kleinere (tetO-NNMTs-polyA) aus dem Gel geschnitten und gereinigt wurde. 
Dieses Insert wurde für die Ligation mit dem bereitgestellten Vektor pUHD172-1 verwendet. 
Hierfür wurden 115 ng Insert und 100 ng Vektor eingesetzt. Der Vektor, linearisiert  
(mit PvuII) und dephosphoryliert, wurde von Frau Dr. Junker bereitgestellt. Der 
Ligationsansatz wurde in E.coli SURE transformiert (Antibiotika Amp, Kana und Tet). Eine 
weitere Kontroll-PCR, mit dem Ziel der Identifizierung positiver Klone wurde angeschlossen, 
zudem die visuelle Kontrolle mittels Agarosegels. Das aufgereinigte Plasmid prtTA-tetO-
NNMTs wurde nochmals mit dem Restriktionsenzym BamHI geschnitten und auf ein 
1,5 %iges Agarosegel aufgetragen, um die Orientierung des Inserts zu überprüfen.  
Im letzten Klonierungsschritt erfolgte das Einfügen der Neo-Kana-Resistenzkassette vom 
pEYFP-N1 Vektor in das Plasmid prtTA-tetO-NNMTs. Hierfür wurde das Plasmid prtTA-
tetO-NNMTs mit dem Enzym BspHI geschnitten, um die Ampicillinresistenz zu entfernen. 
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Nach der Aufreinigung wurden die Überhänge mit der Klenow-Polymerase aufgefüllt. Das 
Produkt wurde auf ein 1,5 %iges Agarosegel aufgetragen und das erhaltene, linearisierte 
Vektorrückrat (5.062 bp) ausgeschnitten. Mit dem Vektor pEYFP-N1 wurde ebenso 
verfahren (Restriktionsenzyme AfIII und EcoO109I). Hier wurde das resistenzenthaltende 
Fragment (1.216 bp) aus dem Agarosegel ausgeschnitten. Die erfolgte Aufreinigung zog 
die abschließende Ligation mit dem geschnittenen prtTA-tetO-NNMTs Plasmid nach sich. 
Hierfür wurden 131 ng Insert und 100 ng Vektor eingesetzt. Der Ligationsansatz wurde in 
den Bakterienstamm E.coli XL1 blue transformiert. Die verwendeten LB-Platten wurden mit 
den Antibiotika Kana und Tet versetzt. Die gewachsenen Klone wurden in LB-Medium 
überführt und kultiviert. Diese Kulturen wurden mit dem Miniprep Kit aufgereinigt und die 
Plasmide pCMV-rtTA-tetO-NNMT-sense mit dem Restriktionsenzym StuI geschnitten. Bei 
korrekter Ligation konnten zwei Fragmente von 4.076 bp und 2.789 bp im Agarosegel 
identifiziert werden.  
Das aufgereinigte Plasmid pCMV-rtTA-tetO-NNMT-sense (kurz: prtTAneo-NNMTs) wurde 
linearisiert für die stabile Transfektion eingesetzt (siehe Abschnitt 3.1.5 ). Dafür wurden 
10,5 µg Plasmid prtTAneo-NNMTs mit dem Restriktionsenzym ApaLI in einem 
50 µl Reaktionsansatz linearisiert. 
3.4.3. Polymerasekettenreaktion 
Die Polymerasekettenreaktion (PCR) wird zur Vervielfältigung von DNA angewendet. Der 
Einsatz unterschiedlicher Polymerasen ermöglicht eine zielgerichtete PCR für die 
gewünschte Verwendung.  
Polymerasekettenreaktion mit der Phusion-Polymerase 
Die nachfolgende PCR (Tabelle 19, Tabelle 20) beschreibt die Vervielfältigung von NNMT 
cDNA aus Caki-1 cDNA mit speziellen Primern. Diese enthielten zusätzlich die 
komplementären Basen für die Restriktionsschnittstellen EcoRI und BamHI, welche an die 
codierende Sequenz von NNMT ampliziert wurden (siehe 2.10.). Dadurch konnte das DNA-
Fragment mit den Restriktionsenzymen EcoRI und BamHI geschnitten und für die 
gewünschte Klonierung eingesetzt werden. Die verwendete Phusion-Polymerase, mit 
integrierter „proof-reading“ Funktion, ermöglichte die benötigte, fehlerfreie Sequenz. Neben 
der eigentlichen Probe wurde ein Negativkontrolle mitgeführt.  
Die anschließende Aufreinigung des NNMT-Amplikons erfolgte über eine Säule mit dem 
QIAquick PCR Purification Kit (Qiagen) nach Herstellerangaben. Die NNMT cDNA wurde 
mit 45 µl Elutionspuffer eluiert und, über die Messung der optischen Dichte mittels 
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Nanodrop 2000c, die Konzentration bestimmt. Die Amplikongröße wurde mittels 
Agarosegel überprüft und bei Korrektheit für die Restriktionsspaltung eingesetzt.  
Tabelle 19: Pipettierschema für die PCR zur Vervielfältigung von NNMT cDNA.  
Reaktionskomponente Volumen 
5x Phusion GC Puffer 10,0 µl 
10 mM dNTPs 1,0 µl 
10 µM Primer (NNMTs-EcoRI-KOZAK-for) 2,5 µl 
10 µM Primer (NNMTs-BamHI-rev) 2,5 µl 
250 ng cDNA Caki-1 x µl 
Phusion DNA Polymerase 0,25 µl 
ddWasser auf 50 µl auffüllen 
Tabelle 20: Verwendete PCR-Bedingungen für die Phusion-Polymerase. 
Reaktionsschritt Temperatur Zeit  
Anfangsdenaturierung 98 °C 30 s  
Denaturierung 98 °C 10 s 
Zyklus 30x Hybridisierung 60 °C 20 s 
Elongation 72 °C 30 s 
Abschluss 72 °C 300 s  
Polymerasekettenreaktion mit der Taq-Polymerase 
Außerdem wurde die PCR mit der Taq-Polymerase angewendet, um E.coli Klone auf eine 
erfolgreiche Transformation zu testen. Die verwendeten Reaktionskomponenten sind in der 
Tabelle 21 aufgeführt und die Reaktionsparameter für den Thermocycler in Tabelle 22. Als 
Ausgangsmaterial wurden eine E.coli-Kultur verwendet. 
Tabelle 21: Pipettierschema für die PCR zur Testung auf positive Klone in E.coli Kulturen. 
Reaktionskomponente Volumen 
10x Puffer (ohne Mg2+) 2,5 µl 
25 mM MgCl2 1,5 µl 
10 mM dNTPs 0,5 µl 
10 µM Primer NNMT-for 2,0 µl 
10 µM Primer NNMT-rev 2,0 µl 
E.coli-Kultur 2,0 µl 
Taq-Polymerase (5 U/µl) 0,25 µl 
ddWasser auf 25 µl auffüllen 
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Tabelle 22: Verwendete PCR-Bedingungen für die Taq-Polymerase. 
Reaktionsschritt Temperatur Zeit  
Anfangsdenaturierung 98 °C 180 s  
Denaturierung 98 °C 15 s 
Zyklus 30x Hybridisierung 60 °C 20 s 
Elongation 72 °C 30 s 
Abschluss 72 °C 300 s  
Die Auftragung des PCR-Produktes im Agarosegel ermöglicht die Überprüfung des 
Amplikons u.a. auf Reinheit und Größe. Nur Klone mit Amplikon wurden für die weitere 
Vorgehensweise verwendet. Das Plasmid des positiv bestätigten E.coli Klons wurde mit 
dem Miniprep Kit (Peqlab) aufgereinigt, eluiert und mit dem Nanodrop 2000c die 
Konzentration bestimmt. Auch hier folgte eine Restriktionsspaltung.  
3.4.4. Restriktionsspaltung 
Für die Klonierung wurden verschiedene Abschnitte der unterschiedlichen Vektoren, sowie 
die cDNA von NNMT benötigt. Für die erfolgreiche Ligation mussten die Plasmide, als auch 
die Fragmente, mit Restriktionsenzymen gespalten werden, damit sie anschließend 
passend ligiert werden konnten. Hierfür wurden die unterschiedlichsten Restriktionsenzyme 
verwendet (siehe Abschnitt 2.9.), welche von zwei verschiedenen Firmen stammten und 
damit unterschiedliche Reaktionskomponenten benötigten. Diese sind in Tabelle 23 und 
Tabelle 24 aufgeführt.  
Tabelle 23: Reaktionskomponenten für die Restriktionsspaltung mit FastDigest Enzymen. 
Reaktionskomponente Volumen 
PCR-Produkt/ Plasmid/ Vektor x µl 
10x FastDigest Puffer 5,0 µl 
Restriktionsenzym 5,0 µl 
ddWasser auf 50 µl auffüllen 
Tabelle 24: Reaktionskomponenten für die Restriktionsspaltung mit NEB Enzymen. 
Reaktionskomponente Volumen 
PCR-Produkt/ Plasmid/ Vektor x µl 
10x NEB Puffer 4 5,0 µl 
10x BSA 5,0 µl 
Restriktionsenzym 1,5 µl 
ddWasser auf 50 µl auffüllen 
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Anschließend erfolgte die Aufreinigung der Produkte mittels QIAquick PCR Purification Kit 
(Quiagen) über eine Säule nach Herstellerangaben. Die Konzentration der eluierten 
Produkte wurde mit dem Photometer Nanodrop 2000c bestimmt.  
Eine weitere Anwendung fand die Restriktionsspaltung bei der Verifizierung der 
Klonierungszwischenprodukte über die erhaltenen Spaltungsmuster, sowie der stabilen 
Transfektion, bei der ein linearisiertes Plasmid benötigt wurde.  
3.4.5. Auffüllen von DNA-Überhängen mit der Klenow-Polymerase  
Restriktionsenzyme schneiden DNA-Sequenzen an, für jedes Restriktionsenzym, 
definierten Erkennungssequenzen. Meist besteht die Erkennungssequenz aus sechs 
komplementären Basenpaaren. Dabei können verschiedene Schnittmuster entstehen. Man 
unterscheidet glatte Enden, wo keine Überhänge entstehen und „sticky ends“ (klebrige 
Enden), welche sich durch 3´oder 5´Überhänge, verschiedener Länge, auszeichnen. Eine 
Ligation endengleicher Schnittstellen, wird durch die Nutzung gleicher Restriktionsenzyme 
ermöglicht. Dies ist jedoch nicht immer möglich, daher werden überhängende Enden 
geglättet, um mit anderen glatten Enden ligiert werden zu können.  
Dafür wurde die Klenow-Polymerase verwendet und der Reaktionsansatz aus Tabelle 25 
pipettiert. 5´-Überhänge wurden durch das Enzym aufgefüllt (Polymeraseaktivität) und  
3´Überhänge abgebaut (Exonukleaseaktivität).  
Tabelle 25: Pipettiertschema für die Enzymreaktion mit der Klenow-Polymerase zur Auffüllung von 
Überhängenden Schnittstellen. 
Reaktionskomponente Volumen 
10x NEB Puffer 2 4,0 µl 
10x BSA 0,8 µl 
1 mM dNTPs 1,6 µl 
Klenow-Polymerase 0,8 µl 
geschnittenes Insert/ Plasmid x µl 
Elutionspuffer auf 40 µl auffüllen 
Der 40 µl Reaktionsansatz wurde für 30 min bei Raumtemperatur, 10 min bei 37 °C und 
10 min bei 70 °C inkubiert.  
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3.4.6. Ligation 
Das gewünschte modifizierte Plasmid enthält Teilabschnitte aus drei Vektoren und die 
cDNA von NNMT. Ein Schritt der Klonierung ist die Ligation. Sie umfasst das 
Zusammenfügen von Vektor und DNA-Fragment (Insert), was durch die Behandlung mit 
Restriktionsenzymen mit definierten Enden erhalten wurde.  
Als Enzym wurde die T4-Ligase von Fermentas verwendet. Vektor und Insert müssen dafür 
im richtigen Verhältnis stehen und wurden daher über die folgende Formel berechnet.  
100 𝑛𝑔 𝑉𝑒𝑘𝑡𝑜𝑟 𝑥 𝐼𝑛𝑠𝑒𝑟𝑡𝑔𝑟öß𝑒 𝑖𝑛 𝑘𝑏
𝑉𝑒𝑘𝑡𝑜𝑟𝑔𝑟öß𝑒 𝑖𝑛 𝑘𝑏
𝑥 3 = 𝑥 𝑛𝑔 𝐼𝑛𝑠𝑒𝑟𝑡 
Der Ligationsansatz wurde, wie in Tabelle 26 beschrieben, pipettiert und 1 h bei 37 °C im 
Heizblock inkubiert. 
Tabelle 26: Reaktionskomponenten für den Ligationsansatz. 
Reaktionskomponente Volumen 
10x Ligasepuffer 1,0 µl 
geschnittener Vektor x µl 
geschnittenes Insert x µl 
T4-Ligase 0,5 µl 
ddWasser auf 10 µl auffüllen 
Der Ligationsansatz wurde zur Vervielfältigung weiterführend für die Transformation in 
E.coli Bakterien verwendet.  
3.4.7. Transformation kompetenter E.coli-Bakterien 
Die Transformation ist ein Teilschritt der Klonierung und umfasst das Einbringen eines 
Plasmids in das Bakterium, durch dessen Koloniewachstum die Vervielfältigung des trans-
formierten Plasmids ermöglicht wird. 
Die benötigten kompetenten Zellen E.coli SURE oder E.coli XL1 blue wurden bei -80 °C 
gelagert und für die Durchführung auf Eis aufgetaut. Es folgte das Zusammenfügen von 
E.coli und 10 µl Ligationsansatz, mit anschließender Inkubation auf Eis für 30 min. Das 
Gemisch wurde für 1 min bei 42 °C erhitzt und in 800 µl vorgewärmtes LB-Medium 
überführt, welches sich in einem 13 ml Röhrchen befand. Um das Wachsen der Bakterien 
zu fördern, wurde diese für 1 h bei 37 °C und 250 rpm geschüttelt. Dieser Ansatz wurde 
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dann in ein 1,5 ml Reaktionsgefäß überführt und 1 min bei 10.000 x g zentrifugiert. Der 
Überstand wurde weitestgehend abgenommen und das Pellet im verbliebenen Medium (ca. 
50 µl) resuspendiert. Die Bakteriensuspension wurde auf eine LB-Agar-Platte mit 
entsprechenden, plasmid- und bakterienbedingten Antibiotika, ausplattiert. Die Inkubation 
erfolgt für 16 h bei 37 °C.  
Der anschließende Schritt dient der Testung auf positive Kolonien. Eine Auswahl an 
gewachsenen Klonen wurde gepickt und jeweils in 100 µl LB-Medium mit 
transformationsbedingten Antibiotika überführt. Die Ansätze wurden für 2 h bei 37 °C und 
700 rpm geschüttelt. 10 µl jeder dieser Ansätze wurden für eine PCR verwendet (siehe 
Abschnitt 3.4.3.). 10 µl der positiv getesteten Klone wurden in ein 13 ml Röhrchen überführt, 
in dem sich 3 ml LB-Medium (mit benötigtem Antibiotika) befand. Erneut wurde diese Kultur 
für 16 h bei 37 °C und 700 rpm geschüttelt. Abgeschlossen wurde dieser Schritt mit der 
Plasmidaufreinigung mittels Miniprep Kit von Peqlab nach Herstelleranleitung. 
LB-Agar: 40 g/l LB-Agar in ddWasser, autoklavieren 
LB-Medium: 25 g/l LB-Medium in ddWasser, autoklavieren 
3.4.8. Agarose-Gelelektrophorese 
Die Agarose-Gelelektrophorese dient der Auftrennung von linearer und Plasmid-DNA. Es 
wurde zur Überprüfung von Amplikonprodukten der PCR, sowie deren Isolation aus dem 
Gel angewendet.  
Hierfür wurden 1,5 %ige Agarosegele angefertigt, indem die benötigte Menge Agarose in 
TAE-Puffer gelöst wurde. Dies erfolgte über das Erhitzen der Mischung, bis eine klare 
Flüssigkeit resultierte. Nach Zusatz des interkalierenden Farbstoffs Red Safe wurde die 
Flüssigkeit in eine horizontale Gelkammer gegossen, ein Kamm eingesetzt und bis zur 
vollständigen Polymerisation nicht bewegt. Der Gelträger wurde anschließend in die 
Elektrophoresekammer gesetzt, welche mit TAE-Puffer befüllt war. Der Kamm wurde 
entfernt. Die verwendeten Proben wurden mit 10x Saccharose-Stop versetzt und die 
Proben aufgetragen. Als Größenstandard wurde der GeneRulerTM DNA Ladder Mix 
verwendet. Die elektrophoretische Auftrennung erfolgte bei 100 V. Für die Visualisierung 
der DNA wurde eine UV-Lichtquelle verwendet.  
In Einzelfällen wurde das Produkt aus dem Gel mittels Skalpells ausgeschnitten und mit 
dem QIAquick PCR Purification Kit (Quiagen) aufgereinigt. Die Konzentration des 
aufgereinigten Produktes wurde mittels Nanodrop 2000c bestimmt.  
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TAE-Puffer: 40 mM Tris; 20 mM Essigsäure und 1 mM EDTA (pH 8,0) in ddWasser 
10x Saccharose-Stop: 0,2 M EDTA (pH 8,0); 25 % w/v Saccharose und 0,25 % w/v Bromphenolblau in 
ddWasser 
3.4.9. DNA-Sequenzierung 
Die Analyse rekombinanter Plasmide wurde von der Firma Microsynth Seqlab in Göttingen 
nach der Sanger Sequenzierung durchgeführt. Die Kontrolle diente der Bestätigung der 
korrekten Sequenz der klonierten Plasmide.  
3.5. Quantitative Real Time Polymerasekettenreaktion (qRT-PCR) 
Wenn eine Polymerasekettenreaktion (PCR) zur Quantifizierung eines Amplikons 
durchgeführt wird und dies unter Echtzeit-Bedingungen erfolgen soll, wird die sogenannte 
„Real Time PCR“ angewendet. Sie folgt dem gleichen Prinzip wie die einfache PCR. 
Verwendet wird cDNA, an die amplikonspezifische Primer binden. Im Elongationsschritt 
wird der jeweilige komplementäre Strang synthetisiert und ein interkalierender Farbstoff 
lagert sich zwischen den Doppelstrang. In dieser Arbeit wurde der Fluoreszenzfarbstoff 
SYBR® Green verwendet. Am Ende eines Zyklus wird die Fluoreszenz gemessen. Dieser 
Zyklus wird mehrere Male wiederholt. Mit jeder Vervielfältigung des Templets steigt das 
Fluoreszenzsignal linear an, da sich immer mehr Fluoreszenzfarbstoffe zwischen den 
Doppelsträngen lagern können. Überschreitet das Fluoreszenzsignal erstmals die definierte 
Hintergrundfluoreszenz, beschreibt dies den Cq-Wert. Dieser Wert kann zur relativen 
Quantifizierung genutzt werden. Wurde keine interner Standard mitgeführt, kann der Cq-
Wert nur mit anderen Proben verglichen werden.  
Für die Reaktion wurde doppelsträngige cDNA verwendet, welche zuvor aus RNA 
synthetisiert wurde (Abschnitt 3.4.1.). Jede Probe wurde in Duplikaten gemessen und die 
Komponenten nach dem Schema in Tabelle 27 pipettiert. Die cDNA wurde stets vorgelegt 
und die restlichen Komponenten, als sogenannter Mastermix, zugegeben.  
Tabelle 27: Reaktionsansatz für eine Probe in einer 96-Well-Platte. 
Reaktionskomponente Volumen 
2x Sensi-Mix 7,5 µl 
for. + rev. Primer (je 5 µM) 1,5 µl 
ddWasser 3,5 µl 
cDNA 2,5 µl 
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Die Messung erfolgte mit dem Gerät C 1000 Thermal Cycler (CFX 96 RT System) von Bio-
Rad unter den folgenden Bedingungen (Tabelle 28). An die PCR schloss sich eine 
Schmelzkurvenanalyse zur Überprüfung des Amplikons an. 
Tabelle 28: Verwendete qRT-PCR Bedingungen. 
Reaktionsschritt Temperatur Zeit  
Anfangsdenaturierung 95 °C 10 min  
Denaturierung 95 °C 10 s 
Zyklus 35x Hybridisierung 60 °C 15 s 
Elongation 72 °C 20 s 
Abschluss 95 °C 20 s  
Schmelzkurvenanalyse: 0,5 °C Schritte von 65 - 95 °C innerhalb von 5 s 
Die optimale Hybridsierungstemperatur wurde für jedes Primerpaar in einer vorherigen 
Gradienten-PCR bestimmt und ist dem Abschnitt 2.10 zu entnehmen.  
Die Analyse der Daten erfolgte mit der ΔΔCq-Methode, welche graphisch mit dem 
Programm GraphPad Prism 7 dargestellt wurden.  
3.6. Statistische Auswertung 
Die statistische Auswertung erfolgte in Prism7 (GraphPad Software). Die Signifikanz wurde 
durch den Mann-Whitney-Test für den Vergleich von zwei Proben und durch den Kuskal-
Wallis-Test für den Vergleich von mehr als zwei Proben ermittelt. Es handelte sich immer 
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4. Ergebnisse 
Die vorliegende Arbeit beschäftigte sich mit der Charakterisierung von NNMT im 
klarzelligen Nierenkarzinom. Die Darstellung der Ergebnisse gliedert sich in drei Teile: 
4.1.  Charakterisierung von Patientenproben und unterschiedlichen Zelllinien ‒ 
Ausgangssituation 
4.2. Analyse einer veränderten NNMT-Expression auf Zellen des ccRCC ‒ 
Einfluss auf interagierende Enzyme  
4.3. Untersuchungen zu biochemischen Ursachen einer NNMT-Überexpression 
im ccRCC 
4.1. Charakterisierung von Patientenproben und unterschiedlichen 
Zelllinien ‒ Ausgangssituation  
Die Analyse der Expression von NNMT, NAMPT, SIRT1, MAT2B, AOX1 und VHL in 
humanen Patientenmaterial wurde mit Western Blot und qRT-PCR durchgeführt. 
Weitere Versuche wurden mit den humanen Zelllinien HEK-293, Caki-1, Caki-2, 786-O und 
769-P durchgeführt. Der Expressionsstatus in den Zelllinien wurde für eine Gruppierung 
bzgl. der Proteine NNMT und VHL genutzt.  
Des Weiteren wurde der Einfluss von unterschiedlichen Methioninkonzentrationen im 
Zellkulturmedium betrachtet.  
4.1.1. Charakterisierung des humanen, klarzelligen Nierenzellkarzinom ‒ 
Enzymexpression von NNMT, NAMPT, MAT2B, AOX1, SIRT1 und VHL 
Western Blot Analyse 
Es wurde der Proteinstatus von NNMT, NAMPT, MAT2B, AOX1 und SIRT1 und deren 
mRNA-Level in humanen Patientenproben untersucht. Die dafür verwendeten humanen 
Patientenproben sind in drei verschiedene Tumorstadien eingestuft. Mit jedem tumorösen 
Gewebe wurde auch eine Probe des angrenzenden gesunden Gewebes entnommen. 
Diese wurden teilweise in die Untersuchung einbezogen. Welche Patientenproben 
Verwendung fanden, kann dem Abschnitt 3.2.5 entnommen werden.  
Alle nun folgenden Auswertungen zeigen die Veränderung der jeweiligen Proteinmenge 
bzw. der jeweiligen mRNA-Menge des tumorösen Gewebes in Relation zum gesunden 
Gewebe.  
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Abbildung 7: Western Blot zum Nachweis der NNMT-Proteinmenge in humanen Patienten-
proben. (A) Einzeldarstellung der NNMT Proteinmenge der jeweiligen humanen Probe (B) 
Quantitative Auswertung der Proteinmenge von NNMT des jeweiligen Tumorstadiums, 20 µg, n = 8, 
Mann-Whitney-Test (bezogen auf die gesunden Patientenproben, • = Extremwert außerhalb der 
Normalverteilung; P value *** ≤ 0,0006) 
Im Vergleich zum gesunden Gewebe zeigen die Gewebeproben mit zunehmenden 
Tumorstadien eine ansteigende Proteinmenge von NNMT (Abbildung 7). Während im pT1 
Stadium nur die Hälfte der Proben einen positiven NNMT-Nachweis zeigen, sind im pT2 
und pT3 Stadium alle Proben betroffen. Anhand der quantitativen Auswertung der 
Einzelproben ist ein deutlicher Anstieg von NNMT zu erkennen. Dabei war die Expression 
von NNMT bei pT2 und pT3 signifikant erhöht. So weisen nicht nur die meisten Proben im 
pT3 Stadium grundsätzlich eine erhöhte NNMT-Expression auf, sondern hier ist auch die 
größte Proteinmenge von NNMT zu verzeichnen. 
 
Abbildung 8: Western Blot zum Nachweis der NAMPT-Proteinmenge in humanen Patienten-
proben. (A) Einzeldarstellung der NAMPT Proteinmenge der jeweiligen humanen Probe (B) 
Quantitative Darstellung der Proteinmenge von NAMPT des jeweiligen Tumorstadiums, 20 µg, n = 8, 
Mann-Whitney-Test (bezogen auf die gesunden Patientenproben, P value * = 0,0379, *** ≤ 0,0003) 
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Anders als bei NNMT wiesen bereits alle gesunden Patientenproben eine deutliche 
NAMPT-Proteinmenge auf. Abbildung 8A zeigt eine steigende Proteinexpression von 
NAMPT in verschiedenen Tumorstadien der Einzelproben. In allen Tumorstadien wurde 
eine signifikante Erhöhung der NAMPT-Menge detektiert. Auch hier zeigten die Proben des 
Stadiums pT3 die höchste Expression von NAMPT. 
 
Abbildung 9: Western Blot zum Nachweis der SIRT1-Proteinmenge in humanen Patienten-
proben. (A) Einzeldarstellung der SIRT1 Proteinmenge der jeweiligen humanen Probe (B) 
Quantitative Darstellung der Proteinmenge von SIRT1 des jeweiligen Tumorstadiums, 20 µg, n = 8, 
Mann-Whitney-Test 
SIRT1 gehört zu den sieben bekannten Sirtuinen beim Menschen (Abbildung 9). Dabei 
waren Expressionsunterschiede von SIRT1 bereits bei den gesunden Patientenproben 
erkennbar. 
Während viele Proben ein deutliches Proteinsignal zeigten, gab es zwei Proben (G41 und 
G92), welche ein sehr schwaches Proteinsignal von SIRT1 aufwiesen. Diese niedrige 
Proteinexpression tritt mit ansteigendem Tumorstadium immer häufiger auf. Jedoch sind 
auch Tumorproben in den einzelnen Stadien vorhanden, deren Proteinexpression von 
SIRT1 deutlich über dem jeweiligen Median liegt. Diese Inhomogenität der Proben wird in 
der quantitativen Auswertung deutlich (Abbildung 9B). Obwohl der Median der 
Expressionswerte in den Tumorstadien deutlich unter dem des gesunden 
Patientenmaterials liegt, ist diese Abnahme nicht signifikant.  
Bei MAT2B handelt es sich um ein wichtiges Enzym bei der Regeneration von Methionin. 
Alle Proben zeigten, unabhängig vom Tumorstadium, eine MAT2B Proteinexpression. 
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Abbildung 10: Western Blot zum Nachweis der MAT2B-Proteinmenge in humanen Patienten-
proben. (A) Einzeldarstellung der MAT2B Proteinmenge der jeweiligen humanen Probe (B) 
Quantitative Darstellung der Proteinmenge von MAT2B des jeweiligen Tumorstadiums, 20 µg, n = 8, 
Mann-Whitney-Test 
Während alle gesunden Proben eine einheitliche Expression von MAT2B aufwiesen, sind 
bei der Einzelbetrachtung der Proteinexpression der tumorösen Proben (Abbildung 10) 
einige wenige Unterschiede zu erkennen. So zeigten die Proben pT1 102/103, pT2 40 und 
pT3 424 eine erhöhte Expression im Vergleich zu den Proben im gleichen Tumorstadium. 
Proben pT3 434 und pT3 436 zeigten hingegen eine geminderte Proteinexpression im 
Vergleich zu anderen Proben gleichen Stadiums. Bei der vergleichenden Betrachtung der 
einzelnen Tumorstadien ist jedoch kein signifikanter Unterschied der Proteinmenge von 
MAT2B zu verzeichnen. 
 
Abbildung 11: Western Blot zum Nachweis der AOX1-Proteinmenge in humanen Patienten-
proben. (A) Einzeldarstellung der AOX1 Proteinmenge der jeweiligen humanen Probe (B) 
Quantitative Darstellung der Proteinmenge von AOX1 des jeweiligen Tumorstadiums, 20 µg, n = 8, 
Mann-Whitney-Test (bezogen auf die gesunden Patientenproben, • = Extremwert außerhalb der 
Normalverteilung, P value ** ≤ 0,0095) 
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Auch das Enzym AOX1 wurde näher untersucht. Abbildung 11 zeigt eine deutliche 
Proteinexpression schon im gesunden Nierengewebe. Bei Betrachtung der Einzelproben 
war deutlich zu erkennen, dass die Menge des AOX1 Proteins mit zunehmenden 
Tumorstadium abnimmt. Während bei allen gesunden Proben AOX1 nachweisbar ist, 
zeigten nur noch drei der acht Proben im pT2 Stadium eine Expression. Die stetige 
Abnahme des Proteins war signifikant bei pT2 und pT3 (Abbildung 11B). 
Zusammenfassend konnte auf Proteinebene gezeigt werden, dass die Proteinmenge von 
NNMT mit steigendem Tumorstadium deutlich zunimmt. Dies konnte auch bei NAMPT, 
wenn auch in einem anderen Maßstab, beobachtet werden. Hingegen nimmt die 
Expression von AOX1 mit steigendem Tumorstadium signifikant ab und auch SIRT1 zeigt 
diese abfallende Tendenz. Die Expression MAT2B bleibt weitestgehend unverändert.  
Quantitative RT-PCR Analyse 
Zur Betrachtung der Ausgangssituation von NNMT, NAMPT, MAT2B, AOX1 und SIRT1 im 
ccRCC wurden neben den Proteinexpressionen auch die Veränderungen auf mRNA-Ebene 
untersucht. Dafür wurden für jedes Stadium acht humane Proben (siehe Abschnitt 3.2.5) 
analysiert und diese Ergebnisse in der nachfolgenden Abbildung 12 dargestellt. 
Die Bestimmung der mRNA-Menge mittels qRT-PCR und Auswertung nach der ΔΔCq-
Methode zeigt für NNMT in Abbildung 12A eine signifikante Zunahme bei den Tumorproben 
im Vergleich zum gesunden Patientenmaterial. Die Tumorstadien pT2 und pT3 zeigten 
dabei eine gleiche mRNA-Menge. Bei der mRNA-Menge von NAMPT (Abbildung 12B) ist 
hingegen keine Veränderung der mRNA-Menge abhängig vom Stadium erkennbar. Das 
Enzym SIRT1 zeigt (Abbildung 12C) bei steigendem Tumorstadium eine stetige 
Minimierung der mRNA-Menge und ist signifikant für pT2 und pT3. Somit waren im pT3-
Stadium nur noch 50 % der vergleichenden mRNA-Menge der gesunden Proben 
vorhanden. MAT2B (Abbildung 12D) zeigt mit steigendem Tumorstadium ebenso wie 
SIRT1 eine stetige Abnahme der mRNA-Menge mit gleichen Signifikanzen. Das pT3-
Stadium wies nur noch 30 % der mRNA-Menge auf, die im gesunden Zustand vorhanden 
war. Beim Enzym der AOX1 (Abbildung 12E) zeigte sich ein ähnliches Bild. Signifikant und 
deutlich zeigte sich mit steigendem Tumorstadium ein Abfall der mRNA-Menge. Im pT2-
Stadium waren nur noch 5 % der mRNA-Menge bzw. im pT3 Stadium 3 % der mRNA-
Menge im Vergleich zur Kontrollgruppe vorhanden.  
 




Abbildung 12: Quantitative RT-PCR Analysen zum Nachweis der verschiedenen, 
enzymatischen mRNA-Mengen in humanen Patientenproben abhängig vom Tumorstadium. 
Quantitative Darstellung der mRNA-Menge von (A) NNMT, (B) NAMPT, (C) SIRT1, (D) MAT2B und 
(E) AOX1, n = 8, Mann-Whitney-Test (bezogen auf die gesunden Patientenproben, • = Extremwert 
außerhalb der Normalverteilung, P value * ≤ 0,0221, ** = 0,0042, *** = 0,0002) 
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Zusammenfassend lässt sich feststellen, dass eine deutliche Veränderung der mRNA-
Menge in humanen, malignen Proben gegenüber dem gesunden Probenmaterial 
nachweisbar war. Während bei NNMT eine Zunahme der mRNA-Menge zeigte, war bei 
SIRT1, MAT2B und AOX1 eine deutliche Abnahme zu konstatieren. Die NAMPT mRNA-
Menge blieb unbeeinflusst vom Tumorstadium. 
Western Blot und quantitative RT-PCR Analyse von VHL  
(von-Hippel-Lindau disease tumor suppresor) 
Der Tumorsuppressor VHL wird ebenfalls mit dem klarzelligen Nierenzellkarzinom in 
Verbindung gebracht. Studien konnten zeigen, dass das Protein VHL im Karzinom 
verschiedenste Mutationen aufweisen kann, was zum Verlust der Proteinfunktion führt [99]. 
Nachfolgende Analysen sollen das Vorhandensein von VHL in humanen Proben zeigen 
und einen möglichen Zusammenhang mit NNMT darlegen. 
Im Folgenden wird die Western Blot Analyse von NNMT und VHL in humanen Proben 
gezeigt (Abbildung 13). Es wurden jeweils 8 Proben jedes Tumorzustandes und des 
gesunden Gewebes verwendet.  
Im Vergleich zu den malignen Nierenproben zeigten die gesunden Proben ein sehr geringe 
NNMT-Proteinexpression. Das Protein VHL war in den gesunden Proben nicht 
nachweisbar. Dies änderte sich deutlich mit dem Tumorstadium pT1. Jede Patientenprobe 
mit positiven NNMT Nachweis, zeigt auch eine Bande für VHL. Dies setzt sich in den 
Stadien pT2 und pT3 fort. Dabei korreliert die Intensität der NNMT-Bande mit der Intensität 
der VHL-Bande. Am Beispiel der Proben im pT2 Stadium wird dies besonders deutlich. 
Probe 25 hat ein stärkeres NNMT-Signal als Probe 93 und ein schwächeres Signal als 
Probe 48. Im gleichen Maße verändert sich auch die Intensität der Proteinmenge von VHL 
in den jeweiligen Proben. 
 
  





Abbildung 13: Western Blot zum Nachweis der NNMT und VHL Proteinmenge in humanen 
Patientenproben. Einzeldarstellung der NNMT und VHL Proteinmenge der jeweiligen humanen 
Probe im (A) gesunden Nierengewebe, (B) pT1 Stadium, (C) pT2 Stadium und (D) pT3 Stadium; 
20 µg, n = 8 
Zur Vervollständigung dieser Beobachtungen wurde die mRNA-Menge von NNMT und VHL 
analysiert und in Abbildung 14 dargestellt. 
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Abbildung 14: Quantitative RT-PCR Analyse zum Nachweis der NNMT und VHL mRNA-Menge 
in humanen Patientenproben abhängig vom Tumorstadium. Quantitative Darstellung der 
mRNA-Menge von (A) NNMT und (B) VHL, n = 8, Mann-Whitney-Test (bezogen auf die gesunden 
Patientenproben, • = Extremwert außerhalb der Normalverteilung, P value * = 0,0148, ** = 0,0092, 
*** = 0,0002) 
Während im gesunden Probenmaterial beim Western Blot das Protein von VHL nicht 
erkennbar war, gelang der Nachweis mittels qRT-PCR Analyse auf mRNA-Ebene 
(Abbildung 14B). Zudem war deutlich ersichtlich, dass die mRNA-Menge von VHL mit 
steigendem Tumorstadium signifikant abnahm. Im Vergleich zum gesunden Probenmaterial 
waren nur noch 30 % der mRNA-Menge der drei Tumorstadien vorhanden. Die mRNA-
Menge von NNMT (Abbildung 14A) nahm hingegen signifikant zu. Damit zeigt der Vergleich 
dieser beiden Proteine eine umgekehrte Abhängigkeit vom Tumorstadium. 
Zwischen Protein- und mRNA-Menge von VHL stellt sich eine umgekehrte Proportionalität 
dar. Die nachweisbare Proteinmenge nimmt mit steigendem Tumorstadium zu, während 
die mRNA-Menge abnimmt. 
4.1.2. Gruppierung der Zelllinien HEK-293, 786-O, 769-P, Caki-1 und Caki-2 
nach NNMT- und VHL-Expressionsstatus 
Für alle, im Nachfolgenden dargestellten Analysen wurden unterschiedliche Nierenzelllinien 
verwendet, um das klarzellige Nierenzellkarzinom in Bezug auf NNMT und VHL näher 
gruppieren zu können.  
Alle Zelllinien sind humane Nierenzelllinien, wobei HEK-293 eine humane embryonische 
Nierenzelllinie ist, hingegen die Zelllinien 786-O, 769-P, Caki-1 und Caki-2 als ccRCC 
Zelllinien eingestuft werden. Daher wurden die HEK-293 Zellen als Referenzzelllinie 
betrachtet.  
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Die nachfolgende Abbildung 15 zeigt den Nachweis der Proteinexpression von NNMT und 
VHL in den genannten Zelllinien. Pro Spur wurden 25 µg Protein aufgetragen und das 
Zytoskelettprotein α-Tubulin fungiert als Ladekontrolle. 
 
Abbildung 15: Repräsentativer Western Blot zum Nachweis der NNMT- und VHL-
Proteinmenge in verschiedenen Nierenzelllinien. 25 µg, n = 4 
Während 786-O und Caki-1 zu den hoch exprimierenden NNMT Zelllinien gehören, zeigten 
769-P und Caki-2 eine sehr geringe NNMT Expression. Die Zelllinie HEK-293 zeigt keine 
erkennbare Proteinexpression. Wird nun VHL betrachtet zeigt sich bei allen Zelllinien eine 
Expressionsbande, welche jedoch recht unterschiedlich ausfällt. Die stärkste Bande ist bei 
den HEK-293 Zellen zu erkennen, worauf die Zelllinien Caki-1, Caki-2 und 786-O folgen. 
Die Zelllinie 769-P zeigt die geringste Expression.  
Ähnliches ist bei der Betrachtung der mRNA-Menge ersichtlich, welche in Abbildung 16 
dargestellt ist. 
 
Abbildung 16: Quantitative RT-PCR Analyse zum Nachweis der mRNA-Menge von NNMT und 
VHL in verschiedenen Nierenzelllinien. n = 4, Mann-Whitney-Test (Normierung auf HEK-293),  
P value * = 0,0268) 
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Während nicht für alle Zelllinien eine Proteinexpression von NNMT ermittelt werden konnte, 
war bei allen Zelllinien in unterschiedlichen Mengen mRNA vorhanden. Wird HEK-293 als 
Referenz betrachtet, zeigten alle weiteren Zelllinien im Vergleich dazu eine deutlich größere 
mRNA-Menge (Abbildung 16A). Während 769-P 170-fach und Caki-2 300-fach höhere 
mRNA-Mengen hatten, lagen die Zelllinien 786-O und Caki-1 mit Werten von 4.000- und 
5.000-fach noch deutlicher über der mRNA-Menge von HEK-293. Somit zeigten sich für 
Protein und mRNA ähnliche Expressionsverhältnisse. 
Die Abbildung 16B stellt die Verhältnisse von VHL zwischen den Zelllinien dar. Auch hier 
diente HEK-293 als Referenz für die anderen Zelllinien, welche signifikante, geminderte 
mRNA-Mengen aufwiesen. Wie bereits im Western Blot gezeigt, wiesen die Zelllinien  
786-O, Caki-1 und Caki-2 auch auf mRNA-Ebene ähnliche Mengen auf und die 769-P 
Zellen eine sehr geringe. 
Mögliche Mutationen von VHL manifestieren sich in einer gestörten oder sogar 
ausbleibenden Funktionalität des Enzyms. Daher reicht die alleinige Analyse von mRNA- 
und Proteinexpression nicht für einen Rückschluss auf die Funktionalität aus. Um diese zu 
bestimmen, wurde der folgende Ansatz gewählt:  
Das Protein VHL wird in der Zelle benötigt, um erhöhte HIF-1α-Mengen an der 
Einschleusung in den Zellkern zu hindern. Dafür wird HIF-1α mittels VHL und dessen 
Ligasefunktion ubiquitinyliert und proteosomal abgebaut. Bei Hypoxie ist VHL nicht 
funktionsfähig und kann nicht an der Regulierung des Transkriptionsfaktors teilnehmen. 
HIF-1α kann so in den Zellkern gelangen und dort die Transkription von verschiedenen 
Genen regulieren, u.a. dem Wachstumsfaktor VEGF (engl. Vascular Endothelial Growth 
Factor). Das bedeutet, dass die Analyse der mRNA-Menge von VEGF, Rückschlüsse auf 
die Funktionalität von VHL, über die Aktivität von HIF-1α zulässt.  
Die verwendeten Zelllinien wurden deshalb für 24 h der Normoxie oder der Hypoxie 
ausgesetzt und danach mittels Maltosid-Lysispuffer und TriFASTTM-Präparation 
aufgeschlossen. Im Anschluss erfolgte die Auftragung von 25 µg Protein für die Western 
Blot Analyse, zur Beurteilung der HIF-1α-Proteinexpression. Als Ladekontrolle ist TBA 
anzusehen. 
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Abbildung 17: Repräsentativer Western Blot zum Nachweis der NNMT und HIF-1α 
Proteinmenge in verschiedenen Nierenzelllinien unter Normoxie (N) und Hypoxie (H). 25 µg, 
n = 4 
Die vergleichende Betrachtung von Normoxie und Hypoxie der verschiedenen Zelllinien, in 
der Abbildung 17, zeigt keine Veränderung der Proteinmenge von NNMT. Weder zeigten 
die Zelllinien HEK-293, 769-P und Caki-2 mit sehr niedriger Proteinmenge von NNMT, noch 
die beiden Zelllinien 786-O und Caki-1 mit deutlicher NNMT-Proteinexpression, erkennbare 
Unterschiede zwischen Normoxie und Hypoxie. 
Anders verhält es sich beim Transkriptionsfaktor HIF-1α. Während bei den Zelllinien  
HEK-293, 786-O, 769-P und Caki-1 eine Einzelbande von HIF-1α bei Normoxie vorlag, 
zeigte Caki-2 eine Doppelbande. Durch Herunterregulierung des Sauerstoffes (Hypoxie) 
zeigten die Zelllinien HEK-293 und Caki-1 eine zusätzliche Proteinbande, oberhalb der 
ursprünglichen Bande. Bei den Caki-2 Zellen wurde die bereits vorhandene, obere Bande 
deutlich verstärkt. Hingegen zeigten die Zelllinien 786-O und 769-P keine Veränderung des 
Proteinbandenmusters. 
Durch die TriFASTTM-Präparation konnte weiterhin die RNA der Proben gewonnen werden, 
welche mittels Reverser Transkriptase in cDNA umgeschrieben und für die 
Analysemethode qRT-PCR verwendet wurde. Die Auswertung über die ΔΔCq-Methode 
ergab die Ergebnisse in Abbildung 18. 





Abbildung 18: Quantitative RT-PCR Analyse zum Nachweis der mRNA-Menge von NNMT, HIF-
1A und VEGF in verschiedenen Nierenzelllinien unter Normoxie und Hypoxie. Normierung auf 
Normoxie der jeweiligen Zelllinie; Median = 1; n = 4, Mann-Whitney-Test (P value * = 0,0286) 
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Die Abbildung 18A zeigt die mRNA-Menge von NNMT in den verschiedenen Zelllinien unter 
dem Einfluss der Hypoxie. Während die mRNA-Menge von NNMT in Caki-2 Zellen unter 
Hypoxie im Vergleich zur Normoxie signifikant ansteigt, zeigen sich bei den anderen 
Zelllinien jedoch nur leichte Veränderungen, die sowohl einen Anstieg (769-P) aus auch 
einen Abfall (HEK-293) der mRNA-Menge entsprechen. Signifikat waren diese 
Veränderungen nicht. 
Der Graph in Abbildung 18B zeigt die Veränderung der mRNA-Menge von HIF-1α. 
Signifikant veränderte sich dessen Menge zwischen Normoxie und Hypoxie bei den 
Zelllinien 769-P, Caki-1 und Caki-2, jedoch in unterschiedliche Richtungen. Mit Ausnahme 
der Caki-2 Zellen sank bei allen anderen Zelllinien tendenziell die HIF-1α-Menge. Damit 
gingen die Veränderungen von HIF-1α nicht mit denen von NNMT einher. 
Der Faktor VEGF (Abbildung 18C) ist ein Zieltarget des Transkriptionsfaktors HIF-1α und 
spiegelt dessen Aktivität in der Zelle wider. Bei Funktionalität von HIF-1α kommt es zum 
Anstieg der mRNA-Menge von VEGF unter Hypoxie. Dies ist bei vergleichender 
Betrachtung in allen Zelllinien der Fall, jedoch in unterschiedlichen Ausprägungen. 
Aufgrund der Ergebnisse kann auf die VHL Funktion bzw. Mutation in jeder Zelllinie 
geschlossen, sowie der NNMT Status benannt werden. Zusammengefasst ist dies in 
Tabelle 29 dargestellt. 
Tabelle 29: Übersicht über die Funktionalität von VHL und die Proteinexpression von NNMT in 






HEK-293 + − 
786-O − + 
769-P − − 
Caki-1 + + 
Caki-2 + − 
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4.1.3. Einfluss der Methioninkonzentration auf die Viabilität und Proliferation 
sowie die Proteine NNMT, NAMPT, SIRT1 und AOX1  
Studien an Zelllinien haben das Ziel, die Resultate und Schlussfolgerungen auf den 
Menschen oder einen anderen Organismus beziehen zu können. Dabei sind vergleichbare 
Bedingungen eine wichtige Voraussetzung. Ein Unterschied, der bei genauerer 
Betrachtung auffiel, war die Methioninkonzentration im Medium bzw. im Blutserum.  
Während im menschlichen Serum eine Methioninkonzentration von etwa 20 µM vorhanden 
ist, weisen alle regulär verwendeten Zellkulturmedien eine Konzentration von 100 µM auf. 
Da NNMT zu den Methyltransferasen gehört, die SAM als Substrat nutzen, spielt die 
Methioninzufuhr vermutlich eine entscheidende Rolle bei der Substratmethylierung von 
Nikotinamid.  
Daher wurden die Zelllinien, die in RPMI kultiviert wurden, auf 20 µM umgestellt. Die 
Adaption von Caki-1 Zellen war nicht erfolgreich (Kultivierung in DMEM Medium). Daher 
konnten die Caki-1 Zellen nicht einbezogen werden. Die nachfolgenden Analysen 
betrachten Unterschiede der adaptierbaren Zelllinien, bei Methioninkonzentrationen von 
100 µM und 20 µM.  
Die Zelllinien HEK-293, 786-O, 769-P und Caki-2 wurden in RPMI kultiviert und auf ihre 
Viabilität und Proliferation der Zellen hin untersucht (Abbildung 19). Dafür wurden die Zellen 
insgesamt für sieben Tage in RMPI Medium mit verschiedenen Methioninkonzentrationen 
(100 µM und 20 µM) kultiviert. Nach drei Tagen wurden die Zellen in 96-Well-Platten 
überführt und nach 24 h und 96 h die Viabilität und Proliferation bestimmt. Die Normierung 
erfolgte auf die 24 h-Werte bei 100 µM Methionin. 
Für dieses und die weiteren Kapitel wurden die erhaltenen Daten bei 100 µM Methionin in 
Schwarz dargestellt, die Daten bei 20 µM Methionin in Grau.  
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Abbildung 19: Bestimmung der relativen Viabilität und Proliferation in verschiedenen 
Zelllinien bei zwei Methioninkonzentrationen von 100 µM und 20 µM. (A) Viabilität und  
(B) Proliferation, 100 µM der jeweiligen Zelllinien als Referenz, Referenzmedian = 1; n = 18, Mann-
Whitney-Test (P value ** ≤ 0,0096, **** < 0,0001) (Met = Methionin) 
In Abbildung 19A ist die quantitative Auswertung der Viabilität dargestellt und zeigt teilweise 
zelllinienabhängige Unterschiede. Während die Zelllinien Caki-2 und 786-O keine 
signifikanten Unterschiede zeigten, wiesen die anderen Zelllinien sehr unterschiedliche 
Reaktionen auf die veränderte Methioninkonzentration auf. Die renale Zelllinie HEK-293 
zeigte durch die Minimierung der Methioninkonzentration, eine signifikante Minderung der 
Viabilität, während die Viabilität der karzinogenen 769-P Zelllinie stieg. 
Neben der Betrachtung der metabolischen Aktivität wurde auch die Proliferation über die 
Veränderung der Zellzahl betrachtet. Abbildung 19 zeigt für die Proliferation einen 
deutlichen Unterschied zur Viabilität. Die klarzelligen, NNMT niedrig exprimierenden 
Zelllinien 769-P und Caki-2, zeigten keine Proliferationsunterschiede durch die veränderte 
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Methioninkonzentration. Die NNMT exprimierenden 786-O Zellen zeigten dahingegen eine 
deutliche und signifikante Steigerung der Proliferation. Die Zellen HEK-293 waren die 
einzigen, die durch die geminderte Methioninkonzentration sowohl eine Viabilitäts-, als auch 
Proliferationsänderung aufzeigten. Während die Viabilität gemindert wurde, war die 
Proliferation gestiegen.  
Nachfolgend soll der Einfluss der Methioninkonzentration auf die Proteinexpression von 
unterschiedlichen Enzymen betrachtet werden. Die Zellen wurden dafür nach dem gleichen 
zeitlichen Schema behandelt, wie für die Viabilitätsbestimmung. Die Aussaat der Zellen 
erfolgte jedoch in 6 cm Zellkulturschalen, um diese anschließend mit RIPA-Puffer für die 
Proteinisolation oder TriFASTTM-Präparation für die RNA Isolation aufzuarbeiten.  
 
Abbildung 20: Repräsentativer Western Blot zum Nachweis von NNMT, NAMPT, SIRT1 und 
AOX1 in verschiedenen Zelllinien bei zwei Methioninkonzentrationen von 20 µM und 100 µM. 
25 µg, n = 4, (Met = Methionin)  
Wie aus dem Western Blot (Abbildung 20) ersichtlich, zeigt sich in keiner Zelllinie ein 
Unterschied bei der NNMT Expression. Auch die Proteine NAMPT, SIRT1 und AOX1 
zeigen keine signifikanten Unterschiede bei der vergleichenden Betrachtung der 
Methioninkonzentrationen. Es lässt sich lediglich feststellen, dass sich die Zelllinien in ihrer 
Proteinexpression von NNMT, NAMPT, SIRT1 und AOX1 unterscheiden. 
Auch die mRNA-Mengen von NNMT, NAMPT, AOX1 und SIRT1 in den einzelnen Zelllinien 
unter den beiden Methioninkonzentrationen von 20 µM und 100 µM wurden analysiert. Die 
Auswertung der ΔΔCq-Methode ist in Abbildung 21 dargestellt. 





Abbildung 21: Quantitative RT-PCR Analyse zum Nachweis von NNMT, NAMPT, SIRT1 und 
AOX1. Normierung auf HEK 100 µM, n = 4, Mann-Whitney-Test (P value * = 0,0286), 
(Met = Methionin) 
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Während auf Proteinebene die Methioninkonzentration keinen Einfluss hat, sind bei der 
Betrachtung der mRNA-Menge der jeweiligen Zelllinien Expressionsunterschiede zu 
verzeichnen. Die mRNA-Menge von NNMT (Abbildung 21A) in Caki-2 und 769-P Zellen 
änderte sich durch die unterschiedliche Kultivierung nicht. In HEK-293 Zellen erhöht sich 
die Menge von NNMT gering, aber signifikant durch eine verringerte 
Methioninkonzentration, bei den 786-O Zellen dagegen verringert sie sich deutlich.  
Die Abbildung 21B zeigt, dass sich bei den HEK-293 und 786-O Zellen keine Veränderung 
der mRNA-Menge von NAMPT beobachten lässt, während die Zelllinien 769-P und Caki-2 
verringerte mRNA-Mengen mit abnehmender Methioninkonzentration zeigten.  
Bei der Betrachtung der SIRT1 mRNA-Menge reagierten die Zelllinien 769-P und Caki-2 
durch eine signifikante mRNA-Regulierung auf geänderte Kultivierungsbedingungen 
(Abbildung 21C). Beide Zelllinien hatten bei 100 µM Methionin höhere SIRT1 mRNA-
Mengen als bei 20 µM Methionin. HEK-293 und 786-O wurden nicht beeinflusst. 
Als letztes wurde die mRNA-Menge von AOX1 analysiert. Während auf Proteinebene keine 
Veränderungen zu verzeichnen waren, zeigten alle Zelllinien in Abbildung 21D auf mRNA-
Ebene eine signifikante Regulation. Alle Zelllinien die niedrige NNMT Expressionslevel 
hatten, zeigten bei geminderter Methioninkonzentration einen Anstieg der AOX1 mRNA-
Menge. Die geringste Erhöhung war bei den HEK-293 Zellen zu verzeichnen, gefolgt von 
den Caki-2 und den 769-P Zellen. Gegensätzlich verhielt es sich bei den NNMT hoch 
exprimierenden 786-O Zellen, welche bei geringerer Methioninkonzentration geringere 
AOX1 mRNA-Mengen aufwiesen. 
Die Ergebnisse zeigen deutlich, dass die reduzierte Methioninkonzentration zellspezifische 
Einflüsse hat. 
 
4.2. Analyse einer veränderten NNMT-Expression auf Zellen des ccRCC ‒ 
Einfluss auf interagierende Enzyme 
Der größte Teil dieser Arbeit beschäftigt sich mit der Modifikation der NNMT Expression 
und dessen Folgen für weitere Enzyme. Durchgeführt wurde dies mit der stabil transfizierten 
Zelllinie C2NNMTs und den transient transfizierten Zelllinien HEK-293, Caki-2, 769-P,  
786-O und Caki-1. Neben der Betrachtung der Protein- und mRNA-Menge wurde auch die 
Lokalisation von NNMT, die Viabilität und die Proliferation der Zellen einbezogen. 
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4.2.1. Etablierung einer stabil transfizierten Zelllinie zur Überexpression von 
NNMT 
Basis für die Charakterisierung von NNMT war die Schaffung einer Möglichkeit für die 
Überexpression des Enzyms in einer Zelllinie. Dieses sollte in einem stabilen, induzierbaren 
Zellsystem umgesetzt werden, was im Folgenden näher erläutert wird.  
Der linearisierte Vektor prtAneo-NNMTs wurde mittels Elektroporation in die Caki-2 Zellen 
transferiert, wodurch unteranderem eine neue Antibiotikaresistenz in die Zellen gebracht 
wurde. Die Zellen, welche diese Resistenz erfolgreich erwarben, konnten über G418 
selektiert werden. Die resistenten Zellkolonien wurden vermehrt und mit 1 µg/ml Doxycyclin 
(Dox) auf die Induzierbarkeit getestet. Dieser Prozess erwies sich als extrem zeitaufwendig. 
Bei über 300 getesteten Kolonien ergab sich nur eine Kolonie, die eine Induzierbarkeit 
aufwies. Die Abbildung 22 zeigt den Nachweis der induzierbaren NNMT-Proteinexpression 
in diesem Klon. 
 
Abbildung 22: Western Blot und qRT-PCR zum Nachweis von NNMT in der stabil transfizierten 
Zelllinie C2NNMTs. (A) repräsentativer Western Blot und (B) qRT-PCR, Normierung auf -Dox 
(Median = 1); n = 6, Mann-Whitney-Test (P value ** = 0,0022) (Dox = Doxycyclin) 
Als Kontrollen wurden die unbehandelten Caki-2 Zellen (Negativkontrolle, Spur 1) und die 
NNMT-exprimierende Zelllinie Caki-1 (Positivkontrolle, Spur 4) mitgeführt. Als 
Ladekontrolle diente TBA. In der Mitte des Western Blots sind die neuen, stabil 
transfizierten Zellen zusehen, welche eine deutliche NNMT-Expression zeigten, wenn 
Doxycyclin hinzugegeben wurde. Dies wurde auf mRNA-Ebene bestätigt (Abbildung 22B). 
Die neu generierte Zelllinie trägt den Namen Caki-2 NNMTs Klon E (kurz: C2NNMTs). 
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4.2.2. Charakterisierung der stabil transfizierten Caki-2 Zellen (C2NNMTs) 
Wie bereits im Abschnitt 4.1.3. gezeigt, spielt die Methioninkonzentration eine wichtige 
Rolle bei der Interpretation der nachfolgenden Ergebnisse. Daher wurde dieser Aspekt auch 
bei der Betrachtung der generierten Zelllinie Caki-2 NNMTs mit einbezogen.  
Quantitative RT-PCR Analyse 
Betrachtet wurde die Veränderung der fünf Enzyme unter der Induktion mit Doxycyclin 
(Dox) zur Expressionserhöhung von NNMT, in Abhängigkeit von der Methioninkonzen-
tration.  
Die Durchführung der qRT-PCR erfolgte mit genspezifischen Primern, wobei das konstitutiv 
exprimierte Housekeeping-Gen RPLP0 (engl. Ribosomal Protein Lateral Stalk Subunit P0) 
als interne Kontrolle verwendet wurde.  
Die mRNA-Menge von NNMT veränderte sich in Abhängigkeit von der Methionin-
konzentration nur leicht, während unter Einfluss von 1 µg/ml Dox ein starker signifikanter 
Anstieg nachweisbar war (Abbildung 23A). Die mRNA-Menge von NNMT bei 100 µM 
Methionin war dreifach höher als die dazugehörige Kontrolle, bei 20 µM Methionin achtfach 
höher. Insgesamt zeigte sich, dass Methionin auf die NNMT mRNA einen Einfluss hatte, 
denn durch Reduzierung der Methioninkonzentration stieg die mRNA-Menge von NNMT 
signifikant (Mann-Whitney-Test P value *** = 0,0003, nicht dargestellt). Im Gegensatz dazu 
zeigte die mRNA-Menge von NAMPT in C2NNMTs Zellen keine Veränderung 
(Abbildung 23B). Weder die Änderung der Methioninkonzentration, noch die Dox-Induktion 
führten zu einer veränderten mRNA-Menge. 
Die mRNA-Menge von SIRT1 wurde nur bei 100 µM Methionin, durch die steigende 
Expression von NNMT beeinflusst (Abbildung 23C). In diesem Fall wurde die mRNA-Menge 
von SIRT1 signifikant herunterreguliert. Diese Tendenz ist bei 20 µM Methionin nur gering 
nachweisbar, jedoch ohne Signifikanz.  
MAT2B ist ein Enzym, welches direkt in die Verstoffwechslung von Methionin involviert ist. 
Die quantitative Auswertung in Abbildung 23D verdeutlicht dies. Die Methioninkonzen-
trationsänderung bewirkte eine signifikante Veränderung der mRNA-Menge. Während die 
Reduzierung von Methionin zur Verdopplung der mRNA-Menge von MAT2B führte, hatte 
die NNMT Induktion keinen Einfluss.  
Die Abbildung 23E zeigte die mRNA-Menge von AOX1, welche keinerlei NNMT- oder 
methionabhängige Veränderungen zeigte.  




Abbildung 23: Quantitative RT-PCR zum Nachweis von NNMT, NAMPT, MAT2B, SIRT1 und 
AOX1 in C2NNMTs Zellen in Abhängigkeit von 100 µM und 20 µM Methionin. Quantitative 
Darstellung der mRNA-Menge von (A) NNMT, (B) NAMPT, (C) SIRT1, (D) MAT2B und (E) AOX1, 
n = 8, Kruskal-Wallis-Test (Normierung auf Probe - Dox bei 100 µM Met, • = Extremwert außerhalb 
der Normalverteilung, P value * ≤ 0,0293, ** ≤ 0,0044, **** < 0,0001) (Met = Methionin, Dox = Doxy-
cyclin) 
Zusammenfassend lässt sich feststellen, dass bei den Enzymen auf mRNA-Ebene 
unterschiedliche NNMT- und methioninabhängige Effekte beobachtet werden konnten.  
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Western Blot Analyse 
Die Abbildung 24 zeigt die Ergebnisse der Western Blot Analyse von Dox-induzierten 
C2NNMTs Zellen unter zwei Methioninkonzentrationen und komplettiert die Expressions-
untersuchungen der Enzyme NNMT, NAMPT, SIRT1, MAT2B und AOX1.  
Die C2NNMTs Zellen wurden mittels RIPA-Puffer aufgeschlossen. Für die quantitative 
Auswertung wurde die Gesamtproteinspur als Referenz verwendet. Für die Abbildungen 
wurde α-Tubulin (TBA) als Ladekontrolle dargestellt.  
NNMT war das einzige Protein, welches unter Dox-Induktion eine signifikante, erhöhte 
Proteinmenge aufwies und dies bei beiden Methioninkonzentrationen (Abbildung 24A). Die 
Erhöhung der Proteinmenge war bei beiden Konzentrationen annähernd gleich, zeigte 
gegenüber der Kontrolle (- Dox), die vierfache Menge. Die Proteine NAMPT, SIRT1, 
MAT2B und AOX1 wiesen keine signifikanten Veränderungen auf (Abbildung 24B - E). 
Lediglich bei dem Enzym SIRT1 (Abbildung 24C) und AOX1 (Abbildung 24E) war eine 
leicht steigende Tendenz bei 100 µM Methionin, durch die NNMT-Erhöhung zu erkennen.  
Zusammenfassend ist festzustellen, dass die Überexpression von NNMT die Protein- und 
mRNA-Mengen der verschiedenen Enzyme nicht einheitlich und enzymspezifisch 
beeinflusst. 
  




Abbildung 24: Repräsentativer Western Blot zum Nachweis von NNMT, NAMPT, SIRT1, 
MAT2B und AOX1 in C2NNMTs Zellen in Abhängigkeit von 100 µM und 20 µM Methionin. 
Quantitative Auswertung der Proteinmenge von (A) NNMT, (B) NAMPT, (C) SIRT1, (D) MAT2B und 
(E) AOX1; 25 µg, n ≥ 4, Mann-Whitney-Test (bezogen auf jeweils - Dox, • = Extremwert außerhalb 
der Normalverteilung, P value * = 0,0286, *** = 0,0002) (Met = Methionin, Dox = Doxycyclin) 
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Viabilität und Proliferation 
Der Einfluss von Enzymen ist sehr umfangreich. Neben einer direkten Beeinflussung von 
Proteinen sind aufgrund der vielfältigen Zusammenhänge auch Veränderungen in späteren 
Reaktionsschritten möglich, die den Metabolismus der Zelle verändern. Ein bedeutsames 
Resultat des veränderten Metabolismus ist das unkontrollierte Wachstum der karzinogenen 
Zelle, welches sich in Form von Viabilität und Proliferation bestimmen lässt.  
Daher wurden die Zellen, nach drei Tagen in 20 µM Methionin in eine 96-Well Platte 
überführt und für weitere vier Tage in 20 µM Methionin unter den Bedingungen UB 
(unbehandelt), - Dox (Zugabe des Lösungsmittels) und + Dox (Zugabe von 1 µg/ml 
Doxycyclin) kultiviert. Die Messungen erfolgten nach Anleitung und die Ergebnisse sind in 
der Abbildung 25 dargestellt. 
 
Abbildung 25: Bestimmung der relativen Viabilität und Proliferation in der Zelllinie C2NNMTs 
bei 20 µM Methionin. Quantitative Darstellung der (A) Viabilität und der (B) Proliferation; n = 18, 
Kruskal-Wallis-Test (Normierung auf - Dox, • = Extremwert außerhalb der Normalverteilung, P value 
**** < 0,0001) (Dox = Doxycyclin) 
Die Zugabe des Lösungsmittels Ethanol als Kontrolle (Transportmedium für Dox) bewirkte 
bereits eine signifikante Erhöhung der Viabilität (Abbildung 25A), welche durch Zugabe von 
Doxycyclin auf den Grundzustand der unbehandelten Probe zurückgesetzt wurde. Bei den 
Versuchen war erkennbar, dass die Erhöhung der NNMT Expression in einer geminderten 
Zellviabilität resultierte. Diese Veränderungen ließen sich als signifikant bestätigen. 
Der metabolischen Aktivität (Viabilität) der Zelle steht der Proliferation gegenüber, welche 
über die Messung der Zellzahl bestimmt wurde (Abbildung 25B). Jedoch zeigten sich keine 
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Indirekte Immunfluoreszenzfärbung 
Viele Proteine sind aufgrund ihrer Kompartimentierung auf bestimmte Funktionen 
beschränkt. Andererseits existiert eine Vielzahl von Proteinen, welche die Möglichkeit 
besitzen, innerhalb der Zelle verschiedene Zellkompartimente zu durchdringen oder sogar 
in den extrazellulären Raum zu gelangen.  
Die Lokalisation von NNMT in C2NNMTs Zellen wurde mittels einer indirekten 
Immunfluoreszenzfärbung und konfokaler Mikroskopie dokumentiert. Dafür wurde das 
Protein NNMT, der Zellkern über die DNA und das Zytoskelett über das Protein Phalloidin 
in der Zelle nachgewiesen (Abbildung 26).  
 
Abbildung 26: Indirekte Immunfluoreszenzfärbung zum Nachweis von NNMT in Caki-2 und 
C2NNMTs Zellen in 20 µM Methionin. Vergleich zwischen (A - D) Caki-2, (E - H) C2NNMTs - Dox 
und (I - L) C2NNMTs + Dox Zellen mit (A, E, I) NNMT Färbung, (B, F, J) Phalloidin Färbung, (C, G, 
K) DAPI Färbung und (D, H, L) der Überlagerung NNMT, Phalloidin und DAPI. Objektiv 63x; 1,2W 
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Die Abbildung 26 zeigt vergleichend die Expression und Lokalisation von NNMT in den neu 
generierten C2NNMTs und Caki-2 Zellen. Die Caki-2 Zellen stellten hierbei die Kontrolle, 
als ehemalige Ausgangszelllinie dar. Die Betrachtung des Zellkörpers zeigte einige 
Unterschiede im Vergleich. Während die Caki-2 Zellen (Abbildung 26D) clusterförmige 
Strukturen mit vielen, außenmembrannahen Aktinfilamenten bildeten, waren die C2NNMTs 
Zellen loser verteilt, größer und zeigten keine starken Abgrenzungen (Abbildung 26E). Dies 
änderte sich auch nicht durch die Zugabe von Doxycyclin (Dox), wohingegen 
behandlungsbedingt starke Mikrofilamente für die Verknüpfung von Zellen hinzukamen. Die 
Größe der Zellkerne änderte sich in der stabilen Zelllinie nicht. Die Caki-2 Zellen (Abbildung 
26A) und die C2NNMTs Zellen (Abbildung 26B) ohne Dox zeigten eine geringe NNMT 
Expression in den Zellen, welche durch die Induktion mit Dox deutlich gesteigert wurde 
(Abbildung 26C), was sich bereits im Western Blot und in der qRT-PCR Analyse zeigte. Die 
konfokalen Aufnahmen belegten, dass NNMT nicht nur im Zytoplasma vorhanden war, 
sondern auch geringe Mengen des Enzyms im Zellkern der Caki-2 und C2NNMTs Zellen 
nachweisbar waren (Abbildung 26A, B und C). Eine deutliche Akkumulation von NNMT um 
den Zellkern ergab sich bei der Überexpression (Abbildung 26C). 
Die Lokalisation und Akkumulation von NNMT ließ sich anhand der nachfolgenden, 
quantitativ ausgewerteten Fraktionierung bestätigen (Abbildung 27). Für die Analyse 
wurden 20 µg der Proteinproben in einer SDS-PAGE aufgetragen. Die Qualität der 
Fraktionierung wurde über die Identifikation von CREB (cAMP-responsive element-binding 
protein) als Kernmarker und α-Tubulin (TBA) als zytosolisches Protein festgestellt.  
Die Proteinmenge von NNMT nach erfolgter Induktion mit Dox nahm im Zytoplasma 
(Abbildung 27A) als auch im Zellkern (Abbildung 27B) signifikant zu. Die NNMT 
Proteinmenge war im Zytoplasma fünffach höher, im Zellkern 3,9-fach.  
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Abbildung 27: Repräsentativer Western Blot zum Nachweis von NNMT in den 
Zellkompartimenten Zytoplasma und Zellkern in C2NNMTs Zellen in 20 µM Methionin. 
Quantitative Auswertung der Proteinmenge von NNMT im (A) Zytoplasma und (B) Zellerkern im 
Vergleich von - und + Dox; 20 µg, n = 6, Mann-Whitney-Test (bezogen auf - Dox,P value ** = 0,0022) 
(Dox = Doxycyclin) 
Bezüglich der Ergebnisse dieses Abschnittes lassen sich folgende Aussagen treffen: 
Die Expression der verschiedenen Proteine ist individuell und lässt sich durch NNMT- und 
methioninabhängige Effekte beschreiben. NNMT ist das einzige Enzym, welches sowohl 
durch Methionin und ‒ wie gewünscht ‒ durch Doxycyclin beeinflusst wurde. 
Zusammengefasst wurde dies in Tabelle 30. 
Tabelle 30: Übersicht der vergleichenden Expression von NNMT, NAMPT, SIRT1, MAT2B und 
AOX1 in C2NNMTs Zellen zwischen - und + Dox. In der Tabelle sind die Expressionsunterschiede 
zu -Dox als Referenz dargestellt in Abhängigkeit von der Methioninkonzentration (↑ Expressions-
erhöhung, ↓ Expressionserniedrigung, − unverändert, * Signifikanz) 
Enzym      
                 Methionin 
mRNA Protein 
100 µM 20 µM 100 µM 20 µM 
NNMT      ↑**     ↑**     ↑*     ↑*** 
NAMPT      −     −     −     − 
SIRT1      ↓*     −     ↑     − 
MAT2B      −     −     −     − 
AOX1      −     −     ↑     − 
Weiterhin wird die Viabilität durch die gesteigerte NNMT-Expression negativ beeinflusst, 
während die Proliferation unverändert blieb. NNMT ist sowohl im Zellkern, als auch im 
Zytoplasma lokalisiert und wird bei einer Überexpression in beiden Kompartimenten erhöht.  
Ergebnisse  93 
 
4.2.3. Transiente Überexpression von NNMT in HEK-293, Caki-2 und 769-P 
Zellen 
Neben den Analysen an der stabil transfizierten C2NNMTs Zelllinie wurden weitere 
Analysen an den NNMT niedrig exprimierenden Nierenzelllinien HEK-293, Caki-2 und  
769-P durchgeführt. Wie im vorherigen Teilkapitel wurden dabei verschiedenste Einflüsse 
der NNMT-Überexpression untersucht, um eine umfassende Charakterisierung von NNMT 
vornehmen zu können.  
Hierfür wurden die Zelllinien für eine temporäre NNMT-Überexpression (Beschriftung 
NNMT) mit dem Plasmid pcDNA3.1_NNMT bzw. mit dem Vektor pcDNA3.1 transient 
transfiziert. Als Kontrolle dienten transient transfizierte Zellen ohne Überexpression eines 
Targets (Beschriftung mock).  
Vorhergehende Untersuchungen ergaben eine effektive Transfektion bis zum vierten Tag. 
Ohne erneute Transfektion nahm die NNMT-Expression im Verlauf ab. Daher wurden die 
Zellen im entsprechenden Medium für drei Tage vorkultiviert und dann zwei Mal transfiziert, 
um eine Zeitspanne von sieben Tagen zu erreichen. Danach erfolgte der Aufschluss der 
Zellen mittels TriFASTTM-Präparation, um sowohl die mRNA, als auch die Proteine zu 
isolieren.  
Quantitative RT-PCR Analyse 
Die ersten Analysen, dargestellt in den Abbildungen 28 – 32, zeigen die quantitativen 
Auswertungen der qRT-PCR Analyse der Enzyme NNMT, NAMPT, SIRT1, MAT2B und 
AOX1 in den Zelllinien HEK-293, Caki-2 und 769-P, gruppiert nach dem Enzym. Als interne 
Kontrolle wurde das konstitutiv exprimierte Housekeeping-Gen RPLP0 verwendet.  
Die Ergebnisse aus Abbildung 28 unterstreichen die Funktionalität der transienten 
Transfektion, denn alle drei Zelllinien zeigten eine starke Überexpression der mRNA von 
NNMT im Vergleich zur Kontrolle. Dabei zeigte die Zelllinie HEK-293 die beeindruckendste 
Steigerung der mRNA-Menge um mehr als das millionenfache bei 100 µM Methionin. Dies 
wurde bei der Reduzierung der Methioninkonzentration noch gesteigert.  
Die Caki-2 Zellen wiesen eine ausgeglichene, methioninunabhängige Steigerung der 
mRNA-Menge von NNMT um das zweitausendfache gegenüber der Kontrolle auf 
(Abbildung 28B).  
Die 769-P Zellen (Abbildung 28C) wurden durch die Methioninkonzentration in ihrer 
Überexpression von NNMT moderater beeinflusst. Bei 20 µM Methionin sankt die mRNA-
Menge von NNMT im Vergleich zu 100 µM Methionin und dies signifikant. 
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Abbildung 28: Quantitative RT-PCR zum Nachweis von NNMT in den Zelllinien HEK-293, Caki-
2 und 769-P in Abhängigkeit von 100 µM und 20 µM Methionin. Quantitative Darstellung der 
mRNA-Menge von NNMT in (A) HEK-293, (B) Caki-2 und (C) 769-P Zellen, n = 8, Kruskal-Wallis-
Test (Normierung auf Probe mock bei 100 µM Met, • = Extremwert außerhalb der Normalverteilung, 
P value * ≤ 0,0226, ** ≤ 0,0039, *** ≤ 0,0005, **** < 0,0001) (Met = Methionin) 
Als nächstes wurden die mRNA-Mengen von NAMPT, SIRT1, MAT2B und AOX1 nach 
genannter Reihenfolge analysiert, um den Einfluss und die Konsequenzen einer 
hochregulierten NNMT-Expression nachzuvollziehen.  
 




Abbildung 29: Quantitative RT-PCR zum Nachweis von NAMPT in den Zelllinien HEK-293, 
Caki-2 und 769-P in Abhängigkeit von 100 µM und 20 µM Methionin. Quantitative Darstellung 
der mRNA-Menge von NAMPT in (A) HEK-293, (B) Caki-2 und (C) 769-P Zellen, n = 8, Kruskal-
Wallis-Test (Normierung auf Probe mock bei 100 µM Met, • = Extremwert außerhalb der Normal-
verteilung, P value * ≤ 0,0184, ** = 0,0038, *** ≤ 0,0009, **** < 0,0001) (Met = Methionin) 
Die Abbildung 29A zeigt eine signifikante Steigerung der mRNA-Menge von NAMPT im 
Vergleich zur Kontrolle bei den HEK-293 Zellen, allerdings nur bei 20 µM Methionin. Bei 
den Caki-2 Zellen zeigte sich keine Veränderung der mRNA-Menge von NAMPT bei beiden 
Methioninkonzentrationen (Abbildung 28B). Anderes konnte bei der Zelllinie 769-P 
beobachtet werden (Abbildung 29C). Hier sank die mRNA-Menge von NAMPT bei niedriger 
Methioninkonzentration signifikant, sowohl in der Kontrolle, als auch in der NNMT 
überexprimierten Probe. Während bei 100 µM Methionin die NNMT-Überexpression keinen 
Einfluss hatte, bewirkte die erhöhte NNMT-Expression bei 20 µM Methionin eine 
tendenzielle NAMPT mRNA-Erhöhung.  
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Abbildung 30: Quantitative RT-PCR zum Nachweis von SIRT1 in den Zelllinien HEK-293,  
Caki-2 und 769-P in Abhängigkeit von 100 µM und 20 µM Methionin. Quantitative Darstellung 
der mRNA-Menge von SIRT1 in (A) HEK-293, (B) Caki-2 und (C) 769-P Zellen, n = 8, Kruskal-Wallis-
Test (Normierung auf Probe mock bei 100 µM Met, • = Extremwert außerhalb der Normalverteilung, 
P value * ≤ 0,0360, ** = 0,0098, *** = 0,0004 (Met = Methionin) 
Die Resultate der mRNA-Analyse von SIRT1 zeigten unterschiedliche Ergebnisse bei den 
drei Zelllinien (Abbildung 30). Die HEK-293 Zellen wiesen einen methioninabhänigen 
Anstieg der mRNA-Menge von SIRT1 bei 20 µM Methionin um das 1,2-fache bzw.  
1,5-fache auf. Die Steigerungen sind im Vergleich zwischen 100 µM und 20 µM Methionin, 
mit und ohne Überexpression, signifikant. Gegensätzlich verhielt es sich bei den Caki-2 
Zellen (Abbildung 30B). Die Expressionsänderung von NNMT bewirkte keine Veränderung 
der mRNA-Menge von SIRT1. Jedoch bewirkte die Reduzierung der Methionin-
konzentration eine signifikante Abnahme der mRNA-Menge von SIRT1 von ca. 20 %. Die 
Abnahme der mRNA-Menge durch die Änderung der Methioninkonzentration war bei den 
769-P Zellen noch viel deutlicher sichtbar (Abbildung 30C). Die mRNA-Menge von SIRT1 
sank signifikant mit der Reduzierung der Methioninkonzentration.  
Die Überexpression hatte im Allgemeinen keinen Einfluss auf die mRNA-Menge von SIRT1. 
Nur bei den 769-P Zellen war ein leichter Anstieg durch die Erhöhung der NNMT-
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Expression bei 20 µM Methionin ersichtlich. Jedoch lässt sich nur eine Tendenz feststellen, 
da die Signifikanz mit dem angewendeten Test nicht bestätigt werden konnte.  
 
 
Abbildung 31: Quantitative RT-PCR zum Nachweis von MAT2B in den Zelllinien HEK-293, 
Caki-2 und 769-P in Abhängigkeit von 100 µM und 20 µM Methionin. Quantitative Darstellung 
der mRNA-Menge von MAT2B in (A) HEK-293, (B) Caki-2 und (C) 769-P Zellen, n = 8, Kruskal-
Wallis-Test (Normierung auf Probe mock bei 100 µM Met, • = Extremwert außerhalb der Normal-
verteilung, P value * ≤ 0,0499, ** = 0,0087, **** < 0,0001 (Met = Methionin) 
Das Enzym MAT2B setzt Methionin zu SAM um, daher ist die Funktionalität 
methioninabhängig. Dies konnte durch die Analyse der mRNA-Menge von MAT2B bestätigt 
werden, denn alle Zelllinien in Abbildung 31 zeigen einen Expressionsunterschied bei 
veränderter Methioninkonzentration. Dieser fiel jedoch unterschiedlich aus. Die reduzierte 
Methioninkonzentration bewirkte bei den HEK-293 Zellen eine signifikante Steigerung der 
mRNA-Menge von MAT2B, unabhängig vom NNMT Einfluss (Abbildung 31A). Im Vergleich 
zur Kontrolltransfektion wurde die mRNA-Menge von MAT2B durch die Expressions-
erhöhung von NNMT bei beiden Konzentrationen minimal gesenkt. Bei den Caki-2 Zellen 
war nur ein Methionineffekt zu verzeichnen, welcher eine Verringerung der mRNA-Menge 
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bei 20 µM Methionin bewirkte (Abbildung 31B). Die 769-P Zellen zeigten hingegen eine 
deutliche und signifikante Erhöhung der mRNA-Menge von MAT2B bei Reduzierung der 
Methioninmenge. Die NNMT-Erhöhung zeigte keine signifikanten Veränderungen der 
mRNA-Mengen von MAT2B im Verhältnis zur Kontrolle (Abbildung 31C).  
 
 
Abbildung 32: Quantitative RT-PCR zum Nachweis von AOX1 in den Zelllinien HEK-293, Caki-
2 und 769-P in Abhängigkeit von 100 µM und 20 µM Methionin. Quantitative Darstellung der 
mRNA-Menge von AOX1 in (A) HEK-293, (B) Caki-2 und (C) 769-P Zellen, n = 8, Kruskal-Wallis-
Test (Normierung auf Probe mock bei 100 µM Met, P value * = 0,0295, ** ≤ 0,0072, *** = 0,0004, 
**** < 0,0001 (Met = Methionin) 
Das letzte untersuchte Enzym AOX1 zeigte in seinem Verhalten gegenüber geänderter 
Methioninkonzentrationen und NNMT-Überexpression unterschiedliche Ergebnisse, 
welche der Abbildung 32 entnommen werden können. Die Reduktion der Methionin-
konzentration erhöhte die mRNA-Menge von AOX1 in HEK-293 Zellen signifikant. Die 
Erhöhung der NNMT-Expression änderte Nichts an der mRNA-Menge von AOX1 bei 
100 µM Methionin in HEK-293 Zellen (Abbildung 32A). Dagegen stieg bei 20 µM Methionin 
mit Erhöhung der NNMT-Menge die AOX1 mRNA-Menge im Vergleich zur Kontrolle. Im 
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Kontrast dazu ergaben sich keine Methionin- oder NNMT-abhängigen Veränderungen der 
mRNA-Menge von AOX-1 in Caki-2 Zellen (Abbildung 32B). Bei der Zelllinie 769-P ergab 
sich nur eine methionabhängige Veränderung der mRNA-Menge, welche sich in einer 
Erhöhung bei 20 µM gegenüber 100 µM Methionin äußerte (Abbildung 32C).  
Aus den Ergebnissen lassen sich keine einheitlichen Enzymzusammenhänge ableiten, da 
Methionineinflüsse und erhöhte NNMT-Expressionen sehr unterschiedliche Reaktionen in 
den drei Zelllinien bewirken.  
Western Blot Analyse 
 
 
Abbildung 33: Repräsentativer Western Blot zum Nachweis von NNMT in den Zelllinien  
HEK-293, Caki-2 und 769-P in Abhängigkeit von 100 µM und 20 µM Methionin. Quantitative 
Auswertung der Proteinmenge von NNMT in (A) HEK-293, (B) Caki-2 und (C) 769-P Zellen, n ≥ 4, 
Mann-Whitney-Test (Normierung auf jeweils Probe mock, P value * = 0,0286, *** = 0,0002, 
(Met = Methionin) 
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Bei allen verwendeten Zelllinien bewirkte die Transfektion eine signifikante Erhöhung der 
NNMT-Proteinmenge (Abbildung 33). Dies korreliert mit den Ergebnissen der QRT-PCR. 
Abhängig von der Zelllinie fällt diese unterschiedlich stark aus. Bei den HEK-293 Zellen war 
diese mindestens 100-fach stärker als die zugehörige Kontrolle. Bei den Caki-2 Zellen war 
die NNMT-Proteinmenge um das 50-fache bei 100 µM Methionin und um das 200-fache bei 
20 µM Methionin gestiegen. Die 769-P Zellen zeigten den geringsten Unterschied, lagen 
jedoch mit dem 5-fachen bei 100 µM Methionin und 15-fachen bei 20 µM Methionin auch 
deutlich und signifikant über der jeweiligen zugehörigen Kontrolle.  
 
      
Abbildung 34: Repräsentativer Western Blot zum Nachweis von NAMPT in den Zelllinien  
HEK-293, Caki-2 und 769-P in Abhängigkeit von 100 µM und 20 µM Methionin. Quantitative 
Auswertung der Proteinmenge von NAMPT in (A) HEK-293, (B) Caki-2 und (C) 769-P Zellen, n ≥ 4, 
Mann-Whitney-Test (Normierung auf jeweils Probe mock, • = Extremwert außerhalb der Normal-
verteilung, (Met = Methionin) 
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Die Abbildung 34 zeigt die Ergebnisse der Western Blot Analyse von NAMPT. Bei allen 
Zelllinien HEK-293, Caki-2 und 769-P zeigten sich keine Veränderungen in der 
Proteinmenge von NAMPT. Weder die Erhöhung der NNMT-Expression, noch die 
veränderte Methioninkonzentration wirkten sich auf die Proteinexpression aus. Gleiches ist 
bei den quantitativen Auswertungen der Proteine SIRT1 in Abbildung 35 und MAT2B in 
Abbildung 36 zu verzeichnen.  
 
      
Abbildung 35: Repräsentativer Western Blot zum Nachweis von SIRT1 in den Zelllinien  
HEK-293, Caki-2 und 769-P in Abhängigkeit von 100 µM und 20 µM Methionin. Quantitative 
Auswertung der Proteinmenge von SIRT1 in (A) HEK-293, (B) Caki-2 und (C) 769-P Zellen, n ≥ 4, 
Mann-Whitney-Test (Normierung auf jeweils Probe mock, • = Extremwert außerhalb der Normal-
verteilung, (Met = Methionin) 
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Abbildung 36: Repräsentativer Western Blot zum Nachweis von MAT2B in den Zelllinien  
HEK-293, Caki-2 und 769-P in Abhängigkeit von 100 µM und 20 µM Methionin. Quantitative 
Auswertung der Proteinmenge von SIRT1 in (A) HEK-293, (B) Caki-2 und (C) 769-P Zellen, n ≥ 4, 
Mann-Whitney-Test (Normierung auf jeweils Probe mock, • = Extremwert außerhalb der Normal-
verteilung, (Met = Methionin) 
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Abbildung 37: Repräsentativer Western Blot zum Nachweis von AOX1 in den Zelllinien  
HEK-293, Caki-2 und 786-O in Abhängigkeit von 100 µM und 20 µM Methionin. Quantitative 
Auswertung der Proteinmenge von AOX1 in (A) HEK-293, (B) Caki-2 und (C) 769-P Zellen, n ≥ 4, 
Mann-Whitney-Test (Normierung auf jeweils Probe mock, • = Extremwert außerhalb der Normal-
verteilung, (Met = Methionin) 
Wie bei den vorhergehenden Proteinen wurde bei der Analyse der Proteinmenge von 
AOX1, ebenfalls keine Veränderung der Proteinmenge (Abbildung 37) ermittelt. Lediglich 
bei den 769-P Zellen wurde eine tendenzielle Abnahme durch die Erhöhung der NNMT-
Expression festgestellt. Aufgrund der großen variierenden Werteverteilung, konnte jedoch 
keine Signifikanz bestätigt werden.  
Zusammenfassend ergaben sich zellspezifische Veränderungen der mRNA-Menge durch 
modifizierte NNMT- und Methioninmengen, welche auf Proteinebene nicht signifikant 
bestätigt werden konnten.  
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Viabilität und Proliferation 
Wie bei den C2NNMTs Zellen schließt sich auch hier die Analyse der Viabilität und 
Proliferation der drei Zelllinien bei 20 µM Methionin an. Hiermit wurde überprüft, ob die 
erhöhte NNMT-Expression einen Einfluss auf die metabolische Aktivität und das Wachstum 




Abbildung 38: Bestimmung der relativen Viabilität und Proliferation in den Zelllinien HEK-293, 
Caki-2 und 769-P bei 20 µM Methionin. Quantitative Darstellung der Viabilität in der Zelllinie (A, B) 
HEK-293, (C, D) Caki-2 und (E, F) 769-P; n = 18, Mann-Whitney-Test (Normierung auf mock, 
• = Extremwert außerhalb der Normalverteilung, P value *** = 0,0006, **** < 0,0001)  
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Allgemein konnte beobachtet werden, dass die Steigerung der NNMT-Expression einen 
Einfluss auf die Viabilität der Zellen hatte (Abbildung 38A, C, und E). Im Detail ergaben sich 
folgende Veränderungen: Durch die Erhöhung der NNMT-Expression wurde die Viabilität 
der HEK-293 Zellen signifikant um bis zu 30 % gegenüber mock gemindert. Diese 
Reduktion konnte auch in Caki-2 Zellen signifikant belegt werden (Abbildung 38C). Die 
Transfektion hatte ebenfalls einen Einfluss auf die Viabilität bei den 769-P Zellen (Abbildung 
38E). Durch die NNMT-Überexpression ergab sich ein signifikanter Unterschied der 
Viabilität zwischen mock und NNMT von 1,0 auf 0,9. 
Im Gegensatz zur vorhergehend betrachteten Viabilität, ruft die geänderte NNMT-
Expression nur bei den HEK-293 Zellen eine veränderte Proliferation hervor  
(Abbildung 38B, D und F). Die anderen beiden Zelllinien Caki-2 und 769-P blieben durch 
den Vorgang der Expressionserhöhung völlig unbeeinflusst. Die Abbildung 38B stellt die 
relative Proliferation der Zelllinie HEK-293 dar. Die NNMT-Expressionserhöhung rief eine 
signifikant verringerte Proliferation hervor, welche sich auf 10 % belief  
Insgesamt ergibt sich ein einheitliches Bild in Bezug auf die Viabilität, jedoch zellspezifische 
Unterschiede bei der Proliferation. Mit der NNMT-Überexpression sinkt die Viabilität und 
die Proliferation, wobei versuchsbedingte Veränderungen nicht unbeachtet bleiben dürfen.  
Indirekte Immunfluoreszenzfärbung 
Die nachfolgende Betrachtung der Lokalisation von NNMT in den HEK-293, Caki-2 und 
769-P Zellen ergänzt die Betrachtung zur Überexpression von NNMT. Dafür wurden die 
Zellen bei 20 µM Methionin kultiviert und transfiziert. Neben der Antikörper-basierten 
NNMT-Färbung (grün) wurden das Protein Phalloidin (rot) und der Zellkern mittels DAPI 
(blau) farblich detektiert. Die konfokal aufgenommen Bilder der Zelllinien sind in den 
Abbildung 39 - 41 dargestellt.  
Die Abbildung 39 gibt die Ergebnisse der vergleichenden, indirekten Immunfluoreszenz-
färbung von HEK-293 Zellen wieder. Deutlich zu erkennen ist die minimale Färbung von 
NNMT in den mock transfizierten Zellen, welche durch die Transfektion mit dem Vektor 
unübersehbar verstärkt wurde (Abbildung 39A und B). Die Verteilung von NNMT in den 
Zellen war hauptsächlich im Zytoplasma der Zellen, jedoch auch zu einem kleinen Anteil im 
Zellkern nachweisbar. Die Färbung von Phalloidin war hauptsächlich in der Nähe der 
Zellmembran vorhanden (Abbildung 39C und D) und die Zellkernfärbung (Abbildung 39E 
und F) zeigte keine Veränderung in Form und Größe. 
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Abbildung 39: Indirekte Immunfluoreszenzfärbung zum Nachweis von NNMT in transient 
transfizierten HEK-293 Zellen in 20 µM Methionin. Vergleich von transient transfizierten HEK-293 
Zellen (A, C, E, G) mock und (B, D, F, H) NNMT mit (A, B) NNMT Färbung, (C, D) Phalloidin Färbung, 
(E, F) DAPI Färbung und (G, H) der Überlagerung NNMT, Phalloidin und DAPI. Objektiv 63x; 1,2W 
Die Caki-2 Zellen zeigten ein ausgeprägtes Zytoskelett, welches mit Phalloidin visuell 
dargestellt wurde (Abbildung 40C und D). Zu erkennen waren etliche gerichtete Fasern, die 
sich durch die ganze Zelle zogen und damit den Kern einbetteten (Abbildung 40C). Dies 
wurde bei Erhöhung der NNMT-Proteinmenge aufgelöst und in Richtung Zellmembran 
verschoben, woraus sich eine zentrale, faserleere Region in der Zelle ausbildete. 
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Abbildung 40: Indirekte Immunfluoreszenzfärbung zum Nachweis von NNMT in transient 
transfizierten Caki-2 Zellen in 20 µM Methionin. Vergleich von transient transfizierten Caki-2 
Zellen (A, C, E, G) mock und (B, D, F, H) NNMT mit (A, B) NNMT Färbung, (C, D) Phalloidin Färbung, 
(E, F) DAPI Färbung und (G, H) der Überlagerung NNMT, Phalloidin und DAPI. Objektiv 63x; 1,2W 
Weiterhin zeigte die DAPI-Färbung eine einheitliche Zellkerngröße, mit innenliegenden 
Nucleoli, unabhängig von der Behandlung der Zellen (Abbildung 40E undF). Insgesamt 
weisen die Caki-2 Zellen bereits bei der Transfektion mit dem leeren Plasmid (mock) eine 
hohe NNMT-Färbung auf (Abbildung 40A), welche durch das Plasmid mit NNMT-Sequenz 
(NNMT) noch verstärkt wurde (Abbildung 40B). Auffällig war die homogene Verteilung des 
Proteins in der gesamten Zelle, was den Kern einschloss. Dennoch waren die 
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Zellkernumrisse längst durch die NNMT-Färbung wahrnehmbar und die Nucleoli NNMT frei. 
Die Überlagerungsbilder verdeutlichen die beschriebenen Beobachtungen (Abbildung 40G 
und H) und zeigten ein Cluster aus unregelmäßig geformten Caki-2 Zellen, in denen die 
Steigerung der NNMT-Proteinmenge im Zytoplasma durch die Transfektion bestätigt 
werden konnte.  
 
Abbildung 41: Indirekte Immunfluoreszenzfärbung zum Nachweis von NNMT in transient 
transfizierten 769-P Zellen in 20 µM Methionin. Vergleich von transient transfizierten Caki-2 Zellen 
(A, C, E, G) mock und (B, D, F, H) NNMT mit (A, B) NNMT Färbung, (C, D) Phalloidin Färbung, (E, 
F) DAPI Färbung und (G, H) der Überlagerung NNMT, Phalloidin und DAPI. Objektiv 63x; 1,2W 
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Die indirekte Immunfluoreszenzfärbung der 769-P Zellen in der Abbildung 41 zeigt eine 
ähnliche Architektur des Zytoskeletts wie die HEK-293 Zellen. Die Phalloidinfärbung 
beschränkte sich auf die Zellmembranbereich, mit weitestgehend freien Zellinnerem 
(Abbildung 41C und D). Ebenfalls keine Veränderung durch die NNMT-Expressions-
erhöhung war bei den Zellkernen zu beobachten, welche größengleich in beiden Zuständen 
vorlagen (Abbildung 41E und F). Die Nucleoli waren deutlich sichtbar. Das stärkste NNMT-
Signal zeigte die NNMT-Probe (Abbildung 41B), im Vergleich zur Probe mock und 
bestätigte damit die NNMT-Überexpression. Aufgrund dieser Färbung ließ sich eine 
einheitliche Lokalisation von NNMT in der gesamten Zelle beobachten. Jedoch gab es auch 
eine zentrale Zelle, welche einen NNMT-freien Zellkern zeigte (Abbildung 41B). Ursächlich 
hierfür könnte ein anderer Zellzustand sein. Des Weiteren war auffallend, dass die 
Transfektionseffizienz der 769-P Zellen unterschiedlich stark ausgeprägt war. 
Zusammenfassung: Es konnte einheitlich eine Erhöhung der NNMT-Expression durch die 
transiente Transfektion bewirkt werden, welche auf mRNA- und Proteinebene, sowie bei 
der Immunfluoreszenzfärbung nachgewiesen werden konnte. Die daraus resultierenden 
Viabilitäten und Proliferationen wurden zellspezifisch reguliert. Dem schließen sich auch 
die Analysen der mRNA- und Proteinmenge von den Enzymen NAMPT, SIRT1, MAT2B 
und AOX1 an. Ihre zellabhängigen Regulierungen zeigen ein individuelles Abbild von 
Methionin- und NNMT-Effekten, welche in der Tabelle 31 zusammenfassend dargestellt 
sind.  
Tabelle 31: Übersicht der vergleichenden Expression von NNMT, NAMPT, SIRT1, MAT2B und 
AOX1 in HEK-293, Caki-2 und 769-P Zellen zwischen mock und NNMT. In der Tabelle sind die 
Expressionsunterschiede zu mock als Referenz dargestellt, in Abhängigkeit von der Methionin-
konzentration (↑ Expressionserhöhung, ↓ Expressionserniedrigung, − unverändert, * Signifikanz) 
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NNMT  ↑**  ↑**  ↑**  ↑*  ↑* ↑*** ↑*** ↑***  ↑*  ↑* ↑*** ↑*** 
NAMPT  −  ↑*  −  −  − ↑ − −  −  − − − 
SIRT1  −  ↑  −  −  − ↑ − −  −  − − − 
MAT2B  −  ↓  −  −  − ↑ − −  −  − − − 
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4.2.4. Knockdown von NNMT in Caki-1 und 786-O Zellen 
Neben den NNMT niedrig exprimierenden Nierenzelllinien HEK-293, Caki-2 und 769-P 
sollte der Einfluss des Enzyms NNMT auch in den Zelllinien Caki-1 und 786-O bestimmt 
werden. Diese beiden Zelllinien exprimieren hingegen NNMT abundant. Daher muss hier 
für die vergleichende Betrachtung die NNMT-Expression verringert werden. Dafür wurde 
eine NNMT gerichtete siRNA (small interfering RNA) verwendet. Sie bindet an die mRNA 
und verhindert dadurch die eigentliche Funktion dieser. Für die zugehörige Kontrolle 
wurden die Zellen mit siRNA transfiziert, welche jedoch keine Targetsequenz beinhaltete. 
Diese wurde stets als sisc (Abkürzung für scambbled siRNA) bezeichnet. Damit stellen 
diese beiden Zelllinien die Gegenkontrolle zu den bereits analysierten Zelllinien dar, in 
denen die NNMT Expression erhöht wurde. Wie bereits in den beiden vorherigen Kapiteln, 
befasst sich dieser Abschnitt ebenfalls mit den Ergebnissen der mRNA- und 
Proteinanalyse, Viabilitäts- und Proliferationsstudie, sowie der Lokalisation von NNMT in 
den Zellen.  
Quantitative RT-PCR Analyse 
Den Anfang bilden die mRNA-Analysen zur Identifikation Methionin- und NNMT-abhängiger 
Einflüsse auf die Enzyme NAMPT, SIRT1, MAT2B und AOX1. Hierfür wurden die Zelllinien 
in 100 µM Methionin und die 786-O Zellen zusätzlich in 20 µM Methionin kultiviert. Nach 
zweimaliger Transfektion mit der siRNA wurden die Zellen nach sieben Tagen geerntet, die 
RNA mittels TriFastTM-Präparation isoliert, anschließend in cDNA umgeschrieben und durch 
eine quantitative PCR analysiert. Als interne Kontrolle wurde das konstitutiv exprimierte 
Housekeeping-Gen RPLP0 (engl. Ribosomal Protein Lateral Stalk Subunit P0) verwendet. 
Die ermittelten Cq-Werte wurden mittels ΔΔCq-Methode ausgewertet. Die Ergebnisse sind 
in den Abbildungen 42 - 46 dargestellt.  
Die Abbildung 42 zeigt eine deutliche und signifikante Minimierung der NNMT mRNA-
Menge sowohl in Caki-1, als auch in 786-O Zellen. Bei beiden Zelllinien waren nach der 
Transfektion nur noch 10 % der ursprünglichen mRNA-Mengen von NNMT bei 100 µM 
Methionin vorhanden. Durch die Reduzierung der Methioninkonzentration sankt bei der 
Zelllinie 786-O die mRNA-Menge leicht, was jedoch keinen Effekt auf den Knockdown (KD) 
von NNMT hatte. Die verbliebende mRNA-Menge von NNMT bei 20 µM lag auf dem 
gleichen, niedrigen Niveau wie bei 100 µM Methionin. 
Da der Beweis der geminderten NNMT-Expression erbracht war, konnten im Folgenden die 
weiteren Targets NAMPT, SIRT1, MAT2B und AOX1 analysiert werden.  
Ergebnisse  111 
 
 
Abbildung 42: Quantitative RT-PCR zum Nachweis von NNMT in den Zelllinien Caki-1 und  
786-O in Abhängigkeit von 100 µM und 20 µM Methionin. Quantitative Darstellung der mRNA-
Menge von NNMT in (A) Caki-1 und (B) 786-O Zellen, n = 8, Mann-Whitney-Test für Caki-1 
(Normierung auf Probe sisc, P value *** = 0,0002) und Kruskal-Wallis-Test für 786-O (Normierung 
auf Probe sisc bei 100 µM Met, P value * = 0,0107, ** = 0,0012, **** < 0,0001) (Met = Methionin) 
 
Abbildung 43: Quantitative RT-PCR zum Nachweis von NAMPT in den Zelllinien Caki-1 und 
786-O in Abhängigkeit von 100 µM und 20 µM Methionin. Quantitative Darstellung der mRNA-
Menge von NAMPT in (A) Caki-1 und (B) 786-O Zellen, n = 8, Mann-Whitney-Test für Caki-1 
(Normierung auf Probe sisc, P value *** = 0,0002) und Kruskal-Wallis-Test für 786-O (Normierung 
auf Probe sisc bei 100 µM Met, P value * ≤ 0,0496, ** = 0,0019, *** = 0,0004) (Met = Methionin) 
Beide Zelllinien wiesen bei NNMT-Überexpression erhöhte mRNA-Mengen von NAMPT auf 
(Abbildung 43). Für Caki-1 Zellen war der Faktor 1,3 (Vergleich zur sisc-Gruppe). Dies war 
auch bei den 786-O Zellen unter 20 µM Methionin zu beobachten. Die Erhöhung wurde bei 
100 µM Methionin mit dem Faktor 1,8 noch leicht gesteigert. Alle Änderungen zwischen 
sisc und siNNMT waren signifikant. Eine Änderung der mRNA-Menge bei den 769-P Zellen 
aufgrund der Methioninkonzentration konnte nicht ermittelt werden.  
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Abbildung 44: Quantitative RT-PCR zum Nachweis von SIRT1 in den Zelllinien Caki-1 und  
786-O in Abhängigkeit von 100 µM und 20 µM Methionin. Quantitative Darstellung der mRNA-
Menge von SIRT1 in (A) Caki-1 und (B) 786-O Zellen, n = 8, Mann-Whitney-Test für Caki-1 
(Normierung auf Probe sisc, P value *** = 0,0002) und Kruskal-Wallis-Test für 786-O (Normierung 
auf Probe sisc bei 100 µM Met, • = Extremwert außerhalb der Normalverteilung, P value ** ≤ 0,0098) 
(Met = Methionin) 
Die Caki-1 Zellen zeigten eine signifikante Steigerung der mRNA-Menge von SIRT1 in der 
siNNMT-Gruppe gegenüber der Kontrollgruppe sisc (Abbildung 44). Eine Steigerung wurde 
auch bei den 786-O Zellen (100 µM Methionin) bestätigt, wenngleich die Statistik keine 
Signifikanz der Ergebnisse zeigte. Einen Kontrast zu diesen Beobachtungen bildete das 
Ergebnis der transienten Transfektion von 786-O Zellen bei 20 µM Methionin. So bewirkte 
diese Methioninreduzierung eine generelle Minimierung der mRNA-Menge von SIRT1. 
Durch die Wirkung der siNNMT war die mRNA-Menge von SIRT1 zusätzlich tendenziell 
verringert.  
 
Abbildung 45: Quantitative RT-PCR zum Nachweis von MAT2B in den Zelllinien Caki-1 und 
786-O in Abhängigkeit von 100 µM und 20 µM Methionin. Quantitative Darstellung der mRNA-
Menge von MAT2B in (A) Caki-1 und (B) 786-O Zellen, n = 8, Mann-Whitney-Test für Caki-1 
(Normierung auf Probe sisc, P value *** = 0,0002) und Kruskal-Wallis-Test für 786-O (Normierung 
auf Probe sisc bei 100 µM Met, P value * = 0,0495, ** = 0,0011) (Met = Methionin) 
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Die Abbildung 45 bildet die Ergebnisse der Analyse der mRNA-Menge von MAT2B ab. 
Durch die starke Minimierung der mRNA-Menge von NNMT wurde die Menge von MAT2B 
in den Caki-1 Zellen erhöht.  
Ebenso war es bei den 786-O Zellen zu beobachten. Bei beiden Methioninkonzentrationen 
war eine deutliche Expressionserhöhung der mRNA von MAT2B in der siNNMT-Gruppe 
gegenüber der sisc-Gruppe vorzufinden. Für die siNNMT-Gruppe lag der Faktor 
methioninabhängig bei ~ 3. Hingegen hatte in der untersuchten Zelllinie 786-O die 
Methioninkonzentration keinen Einfluss auf das Target MAT2B.  
 
Abbildung 46: Quantitative RT-PCR zum Nachweis von AOX1 in den Zelllinien Caki-1 und  
786-O in Abhängigkeit von 100 µM und 20 µM Methionin. Quantitative Darstellung der mRNA-
Menge von AOX1 in (A) Caki-1 und (B) 786-O Zellen, n = 8, Mann-Whitney-Test für Caki-1 
(Normierung auf Probe sisc, P value *** = 0,0002) und Kruskal-Wallis-Test für 786-O (Normierung 
auf Probe sisc bei 100 µM Met, P value * ≤ 0,0283) (Met = Methionin) 
Wie in Abbildung 46 zu sehen ist, wiesen die Zelllinien teilweise gleiche Ergebnisse auf. 
Erneut wurde die mRNA-Menge von AOX1 durch die Minimierung der NNMT-Expression 
in Caki-1 Zellen erhöht. Damit gliederte sich dieses Ergebnis in die vorhergehenden ein. 
Ähnliches war auch bei der Zelllinie 786-O zu beobachten. Die mRNA-Menge von AOX1 
nahm unter 100 µM Methionin durch die reduzierte NNMT mRNA-Expression zu. Bei der 
Methioninkonzentration von 20 µM konnte dies nicht bestätigt werden, da zwar der Median 
von siNNMT oberhalb von sisc lag, aufgrund der weitreichenden Differenzen der ermittelten 
Werte jedoch keine Signifikanz bestimmt werden konnte.  
Die dargestellten Ergebnisse der mRNA-Analyse zeigen Parallelen zwischen den beiden 
Zelllinien Caki-1 und 786-O. Die deutlichen Ergebnisse für die Caki-1 Zellen gehen nur 
teileweise mit denen der 786-O Zelllinie einher, bedingt durch den Methionineinfluss. Dieser 
bewirkt individuelle Regulierungen der verschiedenen Proteine. 
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Western Blot Analyse 
Daher wurde im Nachfolgenden die Proteinmenge der fünf Enzyme bestimmt, um 
Gemeinsamkeiten mit den mRNA-Ergebnissen zu verifizieren. Dafür wurden die 
Proteinlysate aus der TriFASTTM-Präparation verwendet, 25 µg auf eine SDS-PAGE 
aufgetragen, transferiert mittels Western Blot und mit spezifischen Antikörpern auf der 
Membran detektiert. Die Ergebnisse sind in den Abbildung 47 - 51 dargestellt. 
Die beiden Zelllinien Caki-1 und 786-O wurden mit siRNA transfiziert, um die Expression 
von NNMT zu reduzieren. Die Abbildung 47 zeigt die erfolgreiche Transfektion, denn in 
beiden Zelllinien sind methioninunabhängig nur noch 10 % der ursprünglichen 
Proteinmenge vorhanden.  
 
Abbildung 47: Repräsentativer Western Blot zum Nachweis von NNMT in den Zelllinien  
Caki-1 und 786-O in Abhängigkeit von 100 µM und 20 µM Methionin. Quantitative Darstellung 
der Proteinmenge von NNMT in (A) Caki-1 und (B) 786-O Zellen, n = 8, Mann-Whitney-Test 
(Normierung auf Probe sisc, • = Extremwert außerhalb der Normalverteilung, P value *** = 0,0002) 
(Met = Methi-onin) 
Sowohl die Proteinmenge von NAMPT (Abbildung 48), als auch von SIRT1 (Abbildung 49) 
und MAT2B (Abbildung 50) zeigten keine Veränderungen in Abhängigkeit von der 
geänderten Methioninkonzentration oder NNMT Expression.  
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Abbildung 48: Repräsentativer Western Blot zum Nachweis von NAMPT in den Zelllinien  
Caki-1 und 786-O in Abhängigkeit von 100 µM und 20 µM Methionin. Quantitative Darstellung 
der Proteinmenge von NAMPT in (A) Caki-1 und (B) 786-O Zellen, n = 8, Mann-Whitney-Test 
(Normierung auf Probe sisc, • Extremwert außerhalb der Normalverteilung) (Met = Methionin) 
 
Abbildung 49: Repräsentativer Western Blot zum Nachweis von SIRT1 in den Zelllinien  
Caki-1 und 786-O in Abhängigkeit von 100 µM und 20 µM Methionin. Quantitative Darstellung 
der Proteinmenge von SIRT1 in (A) Caki-1 und (B) 786-O Zellen, n = 8, Mann-Whitney-Test 
(Normierung auf Probe sisc, • = Extremwert außerhalb der Normalverteilung) (Met = Methionin) 
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Abbildung 50: Repräsentativer Western Blot zum Nachweis von MAT2B in den Zelllinien  
Caki-1 und 786-O in Abhängigkeit von 100 µM und 20 µM Methionin. Quantitative Darstellung 
der Proteinmenge von MAT2B in (A) Caki-1 und (B) 786-O Zellen, n = 8, Mann-Whitney-Test 
(Normierung auf Probe sisc, • 0 Extremwert außerhalb der Normalverteilung) (Met = Methionin) 
 
Abbildung 51: Repräsentativer Western Blot zum Nachweis von AOX1 in den Zelllinien Caki-
1 und 786-O in Abhängigkeit von 100 µM und 20 µM Methionin. Quantitative Darstellung der 
Proteinmenge von AOX1 in (A) Caki-1 und (B) 786-O Zellen, n = 8, Mann-Whitney-Test (Normierung 
auf Probe sisc, P value *** = 0,0002) (Met = Methionin) 
Die Caki-1 Zellen wiesen eine signifikante Erhöhung der AOX1-Proteinmenge auf, welche 
aus einer Reduzierung der NNMT-Expression resultierte (Abbildung 51A). Bei den 786-O 
konnte der gegensätzliche Effekt beobachtet werden (Abbildung 51B). Die Reprimierung 
der NNMT-Menge bewirkte ebenfalls eine Verringerung der AOX1-Expression, welche bei 
geringer Methioninkonzentration stärker ausgeprägt war.  
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Im Gegensatz zu der mRNA veränderte sich nur die Proteinmenge von AOX1 durch den 
Knockdown von NNMT signifikant. Bezüglich der beiden Zelllinien kommt es zu einer 
gegensätzlichen Regulation auf Proteinebene. Für NAMPT bei Caki-1 Zellen und MAT2B 
bei 786-O Zellen (20 µM Methionin) sind lediglich Tendenzen einer Beeinflussung 
ersichtlich. Jedoch konnten Gemeinsamkeiten zwischen mRNA- und Proteinebene ermittelt 
werden.  
Viabilität und Proliferation 
Die Analysen der Viabilität und Proliferation der Caki-1 und 786-O Zellen wurden 
durchgeführt, um die bisherigen Ergebnisse zu NNMT im ccRCC zu ergänzen. Dafür 
wurden die Caki-1 Zellen in 100 µM Methionin und die 786-O Zellen in 20 µM Methionin 
kultiviert, transfiziert und mit der zweiten Transfektion in 96-Well-Platten ausgesät. Nach 
24 h und 96 h wurde mittels Fluoreszenz- oder Absorptionsmessung die Proliferation und 
Viabilität bestimmt. Die Funktionalität des Knockdown von NNMT wurde mittels Western 
Blot Analyse bestätigt (vgl. Abbildung 47). Für die Auswertung wurden die 24 h Werte als 
Ausgangswerte angesehen und als Referenz gegenüber den 96 h-Werten verwendet, 
(insgesamt wurden die Zellen acht Tage transfiziert). Die Graphen aus Abbildung 52 zeigen 
die Unterschiede der Viabilität und Proliferation.  
Die ermittelten Daten zur Viabilität der modifizierten Caki-1 Zellen zeigten geringe, aber 
signifikante Veränderungen. Die Caki-1 Zellen zeigten eine minimale, signifikante 
Reduzierung der Viabilität, welche mit einer NNMT-Reduzierung einher ging 
(Abbildung 52A). Ein Einfluss konnte auch bei den 786-O Zellen beobachtet werden, wenn 
auch mit einer gegensätzlichen Ausprägung. Die Steigerung der NNMT-Expression führte 
zu einer Viabilitätssteigerung von 30 %. Damit ergab sich für die Zelllinie 786-O ein 
konträres Verhältnis zwischen NNMT-Senkung und Viabilitätserhöhung.  
Die Abbildung 52B zeigt, dass durch die Reduzierung der NNMT-Expression (siNNMT) ein 
signifikant gesteigertes Zellwachstum gegenüber der Kontrolle (sisc) auftritt. Damit ergaben 
Viabilität und Proliferation für Caki-1 Zellen ein entgegengesetztes Ergebnis. Die 
quantitative Auswertung der Proliferation ergab für die 786-O Zellen keine Veränderung 
durch die Transfektion (Abbildung 52D). Damit steht bei den 786-O Zellen die veränderte 
Viabilität einer unveränderten Proliferation gegenüber. 
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Abbildung 52: Bestimmung der relativen Viabilität und Proliferation in den Zelllinien Caki-1 
und 786-O bei 100 µM und 20 µM Methionin. Quantitative Darstellung der Viabilität in der Zelllinie 
(A, B) Caki-1 und (C, D) 786-O; n = 18, Mann-Whitney-Test (Normierung auf sisc, • = Extremwert 
außerhalb der Normalverteilung, P value, *** = 0,0003, **** < 0,0001) 
Indirekte Immunfluoreszenzfärbung 
Der letzte Teil dieses Abschnittes beleuchtet die Lokalisation und Expressionsänderung 
von NNMT in Caki-1 und 786-O Zellen. Dafür wurden die Caki-1 Zellen bei 100 µM und 
786-O Zellen bei 20 µM Methionin kultiviert und transfiziert. Neben NNMT (grün) wurden 
auch der Kern (blau) und Phalloidin (rot) farblich markiert, um die Strukturen der Zellen 
besser visualisieren zu können. Die konfokal aufgenommen Bilder der Zelllinien sind in den 
Abbildung 53 und Abbildung 54 dargestellt.  
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Abbildung 53: Indirekte Immunfluoreszenzfärbung zum Nachweis von NNMT in Caki-1 Zellen 
in 100 µM Methionin. Vergleich von Caki-1 Zellen (A, C, E, G) sisc und (B, D, F, H) siNNMT mit (A, 
B) NNMT Färbung, (C, D) Phalloidin Färbung, (E, F) DAPI Färbung und (G, H) der Überlagerung 
NNMT, Phalloidin und DAPI. Objektiv 63x; 1,2W 
Die zwei Bilder der obersten Reihe (Abbildung 53A und B) zeigen in allen Zellen eine 
sichtbare NNMT-Expression, welche bedingt durch die Transfektion unterschiedliche 
Expressionslevel aufweisen. Es wurde deutlich, dass die NNMT-Expression durch die 
Transfektion mit der gerichteten siRNA stark abnahm. Damit zeigte die Immunfluores-
zenzfärbung für transfizierte Zellen das gleiche Ergebnis wie die mRNA- und 
Proteinanalyse. Des Weiteren war das Protein hauptsächlich im Zytoplasma der Zellen 
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lokalisiert. Jedoch gab es auch Zellen (Abbildung 53B), die NNMT im Kern aufwiesen. Die 
angefärbten Zellkerne zeigten deutlich innenliegende Nucleoli (Abbildung 53E und 53F) 
und ein gleichermaßen gefärbtes Phallodingerüst (Abbildung 53C und 53D). Jenes war auf 
der aufgenommenen Ebene hauptsächlich am Zellwandrand lokalisiert, mit einigen 
wenigen durchziehenden Filamenten. Die Überlagerungsbilder hoben nochmals die 
kernnahe Lage von NNMT hervor (Abbildung 53G und 53H).  
 
Abbildung 54: Indirekte Immunfluoreszenzfärbung zum Nachweis von NNMT in 786-O Zellen 
in 20 µM Methionin. Vergleich von 786-O Zellen (A, C, E, G) sisc und (B, D, F, H) siNNMT mit (A, 
B) NNMT Färbung, (C, D) Phalloidin Färbung, (E, F) DAPI Färbung und (D, H, L) der Überlagerung 
NNMT, Phalloidin und DAPI. Objektiv 63x; 1,2W 
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Die Abbildung 54 zeigt die vergleichende Lokalisation von NNMT in 786-O Zellen unter zwei 
verschiedenen Zuständen. Die intensivere Färbung des NNMT-Proteins war in den sisc-
Zellen, mit basaler NNMT-Expression, gegenüber den siNNMT-Zellen deutlich zu erkennen 
(Abbildung 54A und B). Das Protein Phalloidin zeigte sich im durchziehenden Zytoskelett 
in den 786-O Zellen (Abbildung 54C und D). Die Zellkerne wiesen identische Größen auf 
(Abbildung 54E und F). Im Überlagerungsbild wurde deutlich, dass sich NNMT 
hauptsächlich um den Kern fokussierte (Abbildung 54G und H).  
Zusammenfassend ist festzustellen, dass die bisher gewonnenen Kenntnisse über NNMT 
bestätigt wurden. Die Reduzierung von NNMT bewirkt zellspezifische Regulierungen der 
Proteine NAMPT, SIRT1, MAT2B und AOX1 in Caki-1 und 786-O Zellen (siehe Tabelle 32). 
Hinzu kommt der Methionineffekt in den 786-O Zellen. Daraus resultieren zellabhängige 
Viabilitäts- und Proliferationsveränderungen. Weiterhin konnte die Reduzierung der NNMT 
Expression mittels indirekter Immunfluoreszenzfärbung in Caki-1 und 786-O Zellen 
bestätigt werden und zeigte eine Lokalisation von NNMT im Zytoplasma, hauptsächlich in 
Kernnähe. Teilweise konnte NNMT auch im Kern der Zellen nachgewiesen werden.  
Tabelle 32: Übersicht der vergleichenden Expression von NNMT, NAMPT, SIRT1, MAT2B und 
AOX1 in HEK-293, Caki-2 und 769-P Zellen zwischen mock und NNMT. In der Tabelle sind die 
Expressionsunterschiede zu mock als Referenz dargestellt, in Abhängigkeit von der 
Methioninkonzentration (↑ Expressionserhöhung, ↓ Expressionserniedrigung, − unverändert, 
* Signifikanz) 
 
Enzym      
              
    
 Methionin 
mRNA Protein 
Caki-1 786-O Caki-1 786-O 
100 µM 100 µM 20 µM 100 µM 100 µM 20 µM 
NNMT    ↓***    ↓**    ↓*    ↓***    ↓***    ↓*** 
NAMPT    ↑***    ↑***    ↑*    −    −    − 
SIRT1    ↑***    ↑    −    −    −    − 
MAT2B    ↑***    ↑*    ↑    −    −    − 
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4.2.5. Veränderungen des Proteoms aufgrund modulierter NNMT-Expression  
Dieser Abschnitt gliedert sich in zwei Teile, welche zum einen die 2D-Gelelektrophorese 
mit anschließender massenspektrometrischer Analyse von transient transfizierten Caki-2 
Zellen und zum anderen die massenspektrometrische Analyse des Gesamtproteinlysates 
von allen fünf transient transfizierten Zelllinien beinhaltet.  
2D-Gelelektrophorese von Proteinlysaten der modifizierten Caki-2 Zellen 
Für die 2D-Gelelektrophorse wurden Caki-2 Zellen in 10 cm Zellkulturschalen bei 100 µM 
und 20 µM Methionin kultiviert, transient transfiziert (pcDNa3.1 und pcDNa3.1_NNMT) und 
nach 96 h mit TriFASTTM geerntet. Die Proteine wurden in 2D-Lysispuffer aufgenommen 
und über die 2D-Gelelektrophorese aufgetrennt. Mit kolloidalem Coomassie wurden die 
aufgetrennten Proteinspots gefärbt. Es wurden insgesamt 16 2D-Gele mit IPG-Streifen der 
Länge von 11 cm und dem pH 3 - 10 NL angefertigt. Ziel war die Untersuchung der 
Veränderungen nach transienter Transfektion zwischen den Proteinlysaten mock und 
NNMT bei 100 µM und 20 µM Methionin. Daraus ergaben sich vier Gruppen (mock 100 µM, 
mock 20 µM, NNMT 100 µM und NNMT 20 µM). Mithilfe der Delta2D-Software wurden die 
digitalen Bilder passend übereinandergelegt und die unterschiedlichen Gruppen 
miteinander verglichen. Insgesamt wurden sechs Vergleiche zwischen den Gruppen 
durchgeführt. Auf die Quantifizierung des detektierten Spots folgte die Festlegung eines 
Grenzparameters für eine veränderte Expression von -2 bis +2. Daraus ergaben sich die 
56 differentiell exprimierte Proteinspots, welche in Abbildung 55 dargestellt sind.  
Diese wurde isoliert, enzymatisch verdaut (In-Gel-Verdau) und mittels Massen-
spektrometrie (MALDI-TOF-TOF) identifiziert. In 43 der 56 Spots konnten gemeinsame 
Proteine identifiziert werden, welche in der Tabelle S1 (siehe Anhang) vollständig 
aufgelistet sind. Darunter befand sich NNMT (Spot 7), Histon H3 und H2B (Spot 2 und 3), 
Glycose-6-phosphat-1-dehydrogenase (Spot 23), Hitzeschockproteine (Spot 34 und 36) 
und Citratsynthase (Spot 40), um nur einige zu nennen. 
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Abbildung 55: Repräsentativ, kolloidal gefärbte Coomassie 2D-Gel von transient 
transfizierten Caki-2 Zelllysaten bei 100 µM und 20µM Methionin mit pcDNA3.1_NNMT 
transfiziert. Jeweils 200 µg Protein wurden über 11 cm lange IPG-Streifen (pH 3-10 NL) und 
12 % SDS-PAGE aufgetrennt. Differenziell exprimierte Proteine aus allen Vergleichen wurden mit 
roten Pfeilen gekennzeichnet und nummeriert.  
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Flüssigverdau von Proteinlysaten der modifizierten Zelllinien HEK-293,  
Caki-1, Caki-2, 786-O und 769-P 
Für den Flüssigverdau der Proteinlysate aller Zelllinien wurden diese in 6 cm Zellkultur-
schalen und bei zwei verschiedenen Methioninkonzentrationen kultiviert, anschließend 
transient transfiziert (NNMT-Überexpression oder -Knockdown). Die Ernte erfolgte mit 
TriFASTTM. Diese Präparation ermöglichte die Isolation von Proteinen und RNA, welche für 
Western Blot, Flüssigverdau und quantitative RT-PCR verwendet wurden. Für den 
Flüssigverdau wurden die Zellen in UT-Lysispuffer aufgenommen und mit Trypsin in Lösung 
verdaut. Für die Proteinidentifikation wurden die ESI-MS-MS Methode verwendet. Nach der 
Quantifizierung und Identifizierung der Proteine wurde eine Filtergrenze von - 1,5 bis + 1,5 
festgelegt, um die differenziell exprimierten Proteine der jeweiligen Versuchsbedingung 
zusammenzufassen. Die resultierende Anzahl für jede Zelllinie ist in der Tabelle 33 
zusammengetragen.  
Tabelle 33: Übersicht der identifizierten und differenziell exprimierten Proteine, sowie 
dessen Regulation in den Zelllinien HEK-293, Caki-1, Caki-2, 786-O und 769-P bei 100 µM 













HEK-293 20 µM 1494 274 99 175 
HEK-293 100 µM 1566 331 154 177 
Caki-1 100 µM 1594 495 245 250 
Caki-2 20 µM 1613 381 206 175 
Caki-2 100 µM 1569 249 107 142 
786-O 20 µM 1542 406 188 218 
786-O 100 µM 1548 570 128 442 
769-P 20 µM 1610 154 78 76 
769-P 100 µM 1673 236 131 105 
Die vollständigen Tabellen S2 - S10 mit den differentiell exprimierten Proteinen jeder 
Zelllinie sind aufgrund der großen Datenmenge im Anhang aufgeführt. Bei allen Zelllinien 
wurde NNMT als differenziell exprimiert identifiziert, was als Nachweis einer positiven 
Transfektion gewertet werden kann.  
Die nachfolgenden Venn-Diagramme zeigen die Anzahl der gemeinsamen differentiell 
exprimierten Proteine der unterschiedlichen Zellenlinien bei entsprechender 
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Methioninkonzentration. Dabei muss berücksichtigt werden, dass die Caki-1 Zellen nur bei 
100 µM Methionin kultiviert werden konnten. Daher waren nicht alle Vergleiche möglich.  
 
 
Abbildung 56: Darstellung der Anzahl gemeinsamer Proteine der jeweiligen Zelllinie bei 
100 µM und 20 µM Methionin in einem Venn-Diagramm. (A) HEK-293, (B) Caki-2, (C) 786-O und 
(D) 769-P 
Die Venn-Diagramme aus Abbildung 56 zeigen die Anzahl der differentiell exprimierten 
Proteine jeder Zelllinie im Vergleich von 100 µM und 20 µM Methionin und die daraus 
resultierenden gemeinsamen Proteine, welche die Schnittmenge der beiden Kreise 
ergeben. Je nach Zelllinie ergaben sich unterschiedliche Werte. Es gab jeweils mehr 
separat veränderte Proteine als welche, die unter beiden Bedingungen Veränderungen 
unterlagen. Aufgrund einer veränderten NNMT-Expression ergaben sich bei den HEK-293 
Zellen 77 gemeinsame Proteine (Abbildung 56A), bei den Caki-2 Zellen 89 gemeinsame 
Proteine (Abbildung 56B), bei den 786-O Zellen 177 gemeinsame Proteine (Abbildung 56C) 
und bei den 769-P Zellen 48 gemeinsame Proteine (Abbildung 56D), die unabhängig von 
der Methioninkonzentration verändert waren (vgl. Tabellen S11 - S14, siehe Anhang). 
In der Gegenüberstellung der Zelllinien nach Transfektion bei einer definierten 
Methioninkonzentration ergaben sich im Vergleich der NNMT niedrig exprimierenden 
Zelllinien HEK-293, 769-P und Caki-2 bei 100 µM Methionin 18 gemeinsame Proteine 
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(Abbildung 57A) und bei 20 µM Methionin 13 gemeinsame Proteine (Abbildung 57B), die 
differentiell exprimiert wurden. Bei den NNMT hoch exprimierenden Zelllinien 786-O und 
Caki-1 bewirkte die Transfektion für den Knockdown von NNMT, 147 gemeinsame, 
differentiell exprimierte Proteine (Abbildung 57C) (vgl. Tabellen S15 - S17, siehe Anhang).  
 
 
Abbildung 57: Darstellung der Anzahl gemeinsamer Proteine bei NNMT-Überexpression bzw. 
NNMT-Knockdown bei 100 µM und 20 µM Methionin in einem Venn-Diagramm. (A) NNMT 
niedrig exprimierende Zelllinien 769-P, Caki-2 und HEK-293 bei 100 µM Methionin, (B) NNMT niedrig 
exprimierende Zelllinien 769-P, Caki-2 und HEK-293 bei 20 µM Methionin und (C) NNMT hoch 
exprimierende Zelllinien 786-O und Caki-1 bei 100 µM Methionin 
In Abbildung 58 ist der Vergleich der karzinogenen Zelllinien ersichtlich. Für die Darstellung 
wurden die differentiell exprimierten Proteine für 786-O, Caki-1, 769-P und Caki-2 Zellen 
bei 100 µM Methionin mit zellspezifischen NNMT-Expressionsveränderungen nach 
Transfektion verglichen (Abbildung 58A). Das Venn-Diagramm zeigt die jeweiligen 
Schnittmengen zwischen den einzelnen Zelllinien. Die vier Ellipsen zeigen eine 
gemeinsame Proteinanzahl von 6 Proteinen, deren Zuordnung zur MS-Identifikation in 
Tabelle 34 dargestellt ist. Bei 20 µM Methionin ergab der Vergleich von 786-O, 769-P und 
Caki-2 eine gemeinsame Anzahl von 13 Proteinen, welche in Tabelle 35 aufgeführt sind. 
Bei beiden Varianten zeigten die gemeinsamen identifizierten Proteine, bis auf NNMT, 
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keine einheitliche Expressionsänderung durch die Modulation von NNMT, was vielfältige 
Ursachen haben kann (vgl. Tabelle S18 - S19, siehe Anhang). 
 
Abbildung 58: Darstellung der Anzahl gemeinsamer Proteine durch NNMT-Überexpression 
und NNMT-Knockdown bei 100 µM und 20 µM Methionin in einem Venn-Diagramm.  
(A) Zelllinien des klarzelligen Nierenzellkarzinoms mit NNMT-Überexpression (Caki-2, 769-P) und 
NNMT-Knockdown (Caki-1, 786-O) bei 100 µM Methionin, (B) Zelllinien des klarzelligen Nieren-
zellkarzinoms mit NNMT-Überexpression (Caki-2, 769-P) und NNMT-Knockdown (786-O) bei 20 µM 
Methionin  
Tabelle 34: Übersicht der gemeinsam, differenziell exprimierten Proteine durch Modulation der 
NNMT Expression in den karzinogen Zelllinien 786-O, 769-P, Caki-1 und Caki-2 bei 100 µM 
Methionin 
     Expressionsänderung durch 
Transfektion 














protein L28  
RPL28 16 12 3,47 2,48 10,02 0,60 
2 
Beta-actin-like 
protein 2  









e CARM1  









factor 7  
SRSF7 27 11,8 runter 1,56 6,09 runter 
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Tabelle 35: Übersicht der gemeinsam, differenziell exprimierten Proteine durch Modulation der 
NNMT Expression in den karzinogen Zelllinien 786-O, 769-P und Caki-2 bei 20 µM Methionin 
     
Expressionsänderung durch 
Transfektion 







pI 786-O 769-P Caki-1 
1 
Adenylate kinase 2, 
mitochondrial  
AK2  26,5 7,81 0,34 0,37 1,65 
2 
ATPase family AAA 
domain-containing 
protein 3C  
ATAD3C  46,4 9,31 0,33 0,46 1,55 
3 
Bcl-2-associated 
transcription factor 1  










NNMT  29,6 5,74 36,73 13,65 runter 
6 Nodal modulator 1  NOMO1  134,2 5,81 0,44 0,66 1,57 
7 Nodal modulator 2  NOMO2  139,4 5,76 0,44 0,66 1,57 





protein 1  
PDXDC1  86,7 5,38 1,91 4,24 0,65 





CPD1  35,5 6,20 0,29 1,57 runter 




protein 2  
TGOLN2  51,1 5,73 0,36 0,56 0,61 
Die massenspektrometrischen Analysen ergaben eine Vielzahl von differenziell 
exprimierten Proteinen als Folge von veränderten NNMT-Expressionen und 
Methioninkonzentrationen in unterschiedlichen Nierenzelllinien, welche weitere und 
vielfältige Untersuchungen ermöglichen.  
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4.2.6. Analyse der posttranslationalen Proteinmodifikation Acetylierung 
nach Modulation der NNMT-Expression 
Zum einen ist Nikotinamid (NAM) ein Ausgangsprodukt für das Enzym NNMT und zum 
anderen das zentrale Edukt im NAD-Stoffwechsel. Die NAD-abhängigen Deacetylasen, 
wozu die sieben humanen Sirtuine gehören, generieren als Nebenprodukt Nikotinamid und 
stellen es damit dem NAD-Kreislauf erneut zur Verfühgung. Das konkurrierende Verhalten 
von NAMPT, als reaktionsbestimmendes Enzym des NAD-Stoffwechsels, und NNMT kann 
diesen Zyklus beeinflussen.  
Dieses Teilkapitel der Arbeit soll einen Zusammenhang zwischen dem Enzym NNMT, den 
sieben Sirtuinen und deren Deacetylierungsaktivität herstellen. Dafür wurden im ersten 
Schritt die fünf Nierenzelllinien in ihrer NNMT-Expression modifiziert und die mRNA-Menge 
der Sirtuine auf jeweilige Veränderungen untersucht. Der zweite Teil beinhaltet den 
Nachweis des Acetylierungsmusters des Proteoms mittels Western Blot Analyse. Der dritte 
Teil umfasst die massenspektrometrische Untersuchung von ausgewählten Bereichen der 
1D-SDS-PAGE, zur Identifikation einzelner Sirtuin-abhängiger, deacetylierter Targets 
(Auswahl von Banden anhand des Western Blots). Der letzte Teil dokumentiert die Wirkung 
von N1-Methylnikotinamid, als Produkt von NNMT, auf die Aktivität von SIRT1, als einen 
Stellvertreter der Sirtuine.  
Quantitative RT-PCR Analyse 
Zu Beginn erfolgte die Analyse der mRNA-Menge der Sirtuine. Dafür wurden die Zellen in 
100 µM und 20 µM Methionin kultiviert und für sieben Tage die Zellen HEK-293, Caki-2 und 
769-P mit dem Plasmid pcDNA3.1_leer bzw. pcDNA3.1_NNMT oder für acht Tage die 
Zellen Caki-1 und 786-O mit der siRNA (sisc und siNNMT) transfiziert. Anschließend 
erfolgte die Isolation der RNA mit der TriFastTM-Präparation, sowie die Umschreibung der 
mRNA in cDNA und die anschließende quantitative PCR. Als interne Kontrolle wurde das 
Housekeeeping-Gen RPLP0 verwendet.  
  




Abbildung 59: Quantitative RT-PCR zum Nachweis von Sirtuinen in der Zelllinie HEK-293 in 
Abhängigkeit von der Methioninkonzentration. Quantitative Darstellung der mRNA-Menge der 
Sirtuine SIRT1 - 7 in HEK-293 Zellen bei (A) 100 µM und (B) 20 µM Methionin, n = 8, Mann-Whitney-
Test (Normierung auf zugehörige Kontrolle mock, Median = 1, • = Extremwert außerhalb der 
Normalverteilung, P value * ≤ 0,0207, ** ≤ 0,0042, *** = 0,0002)  
Die erste, analysierte Zelllinie HEK-293 ist in der Abbildung 59 dargestellt. Die Ergebnisse 
lassen sich in zwei Kategorien unterteilen. Während die Sirtuine unter der 
Methioninkonzentration von 100 µM keine Veränderungen der mRNA-Menge, durch die 
erhöhte NNMT-Expression zeigten, veränderten sich die mRNA-Mengen fast aller Sirtuine 
bei 20 µM Methionin signifikant. Die Sirtuine 6 und 7 blieben durch die Erhöhung der NNMT-
Expression unverändert, mit einer leicht gestiegenen Tendenz bei SIRT7. Die Erhöhung 
der NNMT-Expression bewirkte bei SIRT1 und SIRT4 ebenfalls eine Erhöhung der mRNA-
Menge, wohingegen SIRT2, SIRT3, und SIRT5 reduzierte mRNA-Mengen aufwiesen.  





Abbildung 60: Quantitative RT-PCR zum Nachweis von Sirtuinen in der Zelllinie Caki-2 in 
Abhängigkeit von der Methioninkonzentration. Quantitative Darstellung der mRNA-Menge der 
Sirtuine SIRT1 - 7 in Caki-2 Zellen bei (A) 100 µM und (B) 20 µM Methionin, n = 8, Mann-Whitney-
Test (Normierung auf zugehörige Kontrolle mock, Median = 1, • = Extremwert außerhalb der 
Normalverteilung P value * = 0,0104, *** = 0,0006) 
Die Ergebnisse der mRNA-Analyse der Sirtuine in der Zelllinie Caki-2 aus der Abbildung 60 
zeigen nur wenige, veränderte mRNA-Mengen. Durch die Erhöhung der NNMT-Expression 
wurde bei 100 µM Methionin signifikant die mRNA-Menge von SIRT2 erhöht. Die Sirtuine 
SIRT1, SIRT3 und SIRT6 zeigen ebenfalls diese Tendenz. Alle weiteren Sirtuine wurden 
nicht beeinflusst. Bei der Methioninkonzentration von 20 µM wurde nur die mRNA-Menge 
von SIRT7 durch die veränderte NNMT-Expression verringert. Die anderen untersuchten 
Sirtuine zeigten keine NNMT-bedingte Regulierung.  
  




Abbildung 61: Quantitative RT-PCR zum Nachweis von Sirtuinen in der Zelllinie 769-P in 
Abhängigkeit von der Methioninkonzentration. Quantitative Darstellung der mRNA-Menge der 
Sirtuine SIRT1 - 7 in 769-P Zellen bei (A) 100 µM und (B) 20 µM Methionin, n = 8, Mann-Whitney-
Test (Normierung auf zugehörige Kontrolle mock, Median = 1, • = Extremwert außerhalb der 
Normalverteilung P value * ≤ 0,0135, ** = 0,0040, *** ≤ 0,0003) 
Die Abbildung 61 zeigt das konträre Ergebnis der mRNA-Analyse der Sirtuine der 769-P 
Zellen. In dieser NNMT-niedrig exprimierende Zelllinie wurde durch Transfektion die NNMT-
Expression erhöht. Derweil diese Transfektion keinerlei Einfluss auf die mRNA der Sirtuine 
bei 100 µM Methionin hatte, kam es zu einer signifikanten Expressionserhöhung aller 
Sirtuine bei 20 µM Methionin. Das Ergebnis hebt den Einfluss der Methioninkonzentration 
wiederholt hervor.  
  




Abbildung 62: Quantitative RT-PCR zum Nachweis von Sirtuinen in der Zelllinie Caki-1 bei 
100 µM Methionin. Quantitative Darstellung der mRNA-Menge der Sirtuine SIRT1 - 7 in Caki-1 
Zellen bei 100 µM, n = 8, Mann-Whitney-Test (Normierung auf zugehörige Kontrolle mock, 
Median = 1, • = Extremwert außerhalb der Normalverteilung P value ** = 0,0047, *** = 0,0002) 
Im Gegensatz zu den anderen Ziellinien konnte Caki-1 nur bei 100 µM Methionin analysiert 
werden, daher ergab sich nur eine Grafik, welche in der Abbildung 62 dargestellt ist. Bis auf 
SIRT5 zeigten alle anderen Sirtuine eine signifikant, erhöhte mRNA-Expression durch die 
Reduktion der NNMT-Expression. Der jeweilige Median liegt zwischen der 1,3- und  
1,7-fachen höheren Expression der mRNA im Vergleich zur Kontrolle (sisc). 
  




Abbildung 63: Quantitative RT-PCR zum Nachweis von Sirtuinen in der Zelllinie 786-O in 
Abhängigkeit von der Methioninkonzentration. Quantitative Darstellung der mRNA-Menge der 
Sirtuine SIRT1 - 7 in 786-O Zellen bei (A) 100 µM und (B) 20 µM Methionin, n = 8, Mann-Whitney-
Test (Normierung auf zugehörige Kontrolle mock, Median = 1, • = Extremwert außerhalb der Normal-
verteilung P value ** ≤ 0,0089, *** = 0,0002) 
Die letzte Zelllinie 786-O zeigte unter beiden Methioninkonzentrationen eine Anpassung an 
die verringerte NNMT-Expression (Abbildung 63). Die mRNA-Mengen der Sirtuine SIRT1, 
SIRT4, SIRT6 und SIRT7 wurden bei 100 µM Methionin hoch reguliert, wohingegen die 
mRNA von SIRT2 und SIRT5 herunter reguliert wurde. SIRT3 blieb unbeeinflusst. Bei der 
Methioninkonzentration von 20 µM zeigten die Sirtuine SIRT2, SIRT3 und SIRT5 die 
Tendenz der Herunterregulation, jedoch konnte dies nur bei SIRT5 signifikant bestätigt 
werden. Die Sirtuine SIRT1, SIRT4 und SIRT7 wurden nicht reguliert, während die mRNA-
Menge von SIRT6 signifikant erhöht wurde.  
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Aus diesen Ergebnissen resultieren individuelle, zellabhängige Sirtuin-Expressionsände-
rungen, bedingt durch die Veränderung der NNMT-Menge. Hinzu kommt bei allen Zelllinien, 
außer Caki-1, der Einfluss der Methioninkonzentration.  
Western Blot Analyse 
Es folgt der zweite Teil dieses Kapitels, welches die Analyse des acetylierten Proteoms der 
fünf Zelllinien umfasst. Hierfür wurden die Zellen, wie bereits beschrieben, transfiziert und 
nach sieben bzw. acht Tagen geerntet. Die Proteine wurden mittels TriFastTM-Präparation 
isoliert und in UT-Lysispuffer aufgenommen. 30 µg Protein wurden pro Spur mittels SDS-
PAGE aufgetrennt und mittels Western Blot transferiert, um eine Proteindetektion durch 
Antikörper durchzuführen. Hierfür wurde ein anti-Acetyl-Lysin-gerichteter Antikörper 
verwendet. Zur quantitativen Auswertung wurde die Gesamtproteinmenge der Spur 
verwendet. Das Protein α-Tubulin (TBA) dient als Ladekontrolle.  
 
Abbildung 64: Repräsentativer Western Blot zum Nachweis der acetylierten Proteine in 
NNMT-modifizierten HEK-293 Zellen unter 100 µM und 20 µM Methionin. (A) Acetyliertes Protein 
bei 100 µM, (B) Quantitative Darstellung der acetylierten Proteinmenge bei 100 µM, (C) Acetyliertes 
Protein bei 20 µM, (D) Quantitative Darstellung der acetylierten Proteinmenge bei 20 µM, 30 µg, 
n = 8, Mann-Whitney-Test (bezogen auf mock, • = Extremwert außerhalb der Normalverteilung, P 
value * = 0,0379) 
Die dargestellten Graphen (Abbildung 64B und D) zeigen die quantitative Auswertung der 
detektierten, acetylierten Proteine in HEK-293 in Abhängigkeit von der Methionin-
konzentration. Die deutlich erhöhte Acetylierung (Abbildung 64A) bei 100 µM Methionin, 
induziert durch die Erhöhung der NNMT-Expression, wurde durch die Auswertung 
(Abbildung 64B) signifikant bestätigt. Dem entgegen steht das Resultat der Auswertung bei 
20 µM. Die Änderung der NNMT-Expression zeigte bei der Gesamtauswertung keinen 
Einfluss.  
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Abbildung 65: Repräsentativer Western Blot zum Nachweis der acetylierten Proteine in 
NNMT-modifizierten Caki-2 Zellen unter 100 µM und 20 µM Methionin. (A) Acetyliertes Protein 
bei 100 µM, (B) Quantitative Darstellung der acetylierten Proteinmenge bei 100 µM, (C) Acetyliertes 
Protein bei 20 µM, (D) Quantitative Darstellung der acetylierten Proteinmenge bei 20 µM, 30 µg, 
n = 8, Mann-Whitney-Test (bezogen auf mock, • = Extremwert außer-halb der Normalverteilung) 
Die durchgeführte Transfektion, zur Steigerung der NNMT-Expression, zeigte keine 
veränderten Acetylierungsmuster der Proteine in Caki-2 Zellen (Abbildung 65). Auch die 
Methioninkonzentration hatte keinen Einfluss, wenngleich die Proteinmenge der NNMT-
Gruppe bei 100 µM gegenüber der Kontrollgruppe mock leicht gemindert war.  
 
Abbildung 66: Repräsentativer Western Blot zum Nachweis der acetylierten Proteine in 
NNMT-modifizierten 769-P Zellen unter 100 µM und 20 µM Methionin. (A) Acetyliertes Protein 
bei 100 µM, (B) Quantitative Darstellung der acetylierten Proteinmenge bei 100 µM, (C) Acetyliertes 
Protein bei 20 µM, (D) Quantitative Darstellung der acetylierten Proteinmenge bei 20 µM, 30 µg, 
n = 8, Mann-Whitney-Test (bezogen auf mock, • = Extremwert außer-halb der Normalverteilung, P 
value * ≤ 0,0499) 
Die Abbildung 66 stellt die quantitativen Ergebnisse der acetylierten Proteinmengen von 
769-P Zellen bei den Konzentrationen 100 µM und 20 µM Methionin gegenüber. Die 
Erhöhung der NNMT-Expression durch die Transfektion bewirkte eine signifikante 
Reduzierung der acetylierten Proteine, unabhängig von der Methioninkonzentration. Hier 
ergaben sich in den verschiedenen Massenbereichen deutliche Unterschiede, so dass 
diese Zellen für eine massenspektrometrische Analyse herangezogen wurden. 
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Abbildung 67: Repräsentativer Western Blot zum Nachweis der acetylierten Proteine in 
NNMT-modifizierten Caki-1 Zellen unter 100 µM Methionin. (A) Acetyliertes Protein bei 100 µM, 
(B) Quantitative Darstellung der acetylierten Proteinmenge bei 100 µM, 30 µg, n = 8, Mann-Whitney-
Test (bezogen auf sisc) 
Die quantitative Auswertung der Acetylierung der Proteine in Caki-1 Zellen zeigt in 
Abbildung 67 das Gegenteil zu den 769-P Zellen. Die reduzierte NNMT-Expression führte 
zur Erhöhung des Anteils acetylierter Proteine der Gruppe siNNMT gegenüber der 
Kontrollgruppe sisc. Dies war jedoch nicht signifikant. Bei genauerer Betrachtung des 
Western Blots, wurde auch die Ursache deutlich, denn wenngleich die Proteinmenge visuell 
zunimmt, gibt es einige, wenige Proteinbanden, die sich gegensätzlich verhalten. Daher 
folgte auch hier eine massenspektrometrische Analyse. 
 
Abbildung 68: Repräsentativer Western Blot zum Nachweis der acetylierten Proteine in 
NNMT-modifizierten 786-O Zellen unter 100 µM und 20 µM Methionin. (A) Acetyliertes Protein 
bei 100 µM, (B) Quantitative Darstellung der acetylierten Proteinmenge bei 100 µM, (C) Acetyliertes 
Protein bei 20 µM, (D) Quantitative Darstellung der acetylierten Proteinmenge bei 20 µM, 30 µg, 
n = 8, Mann-Whitney-Test (bezogen auf mock, P value * = 0,0286) 
Die abgebildeten Ergebnisse der 786-O Zellen (Abbildung 68) bestätigen die anfänglich 
beschriebene Theorie, dass die Deacetylierung durch die NNMT-Expressionssteigerung 
begünstigt wird. Sowohl bei 100 µM Methionin, als auch bei 20 µM Methionin steigt die 
acetylierte Proteinmenge in der siNNMT-Gruppe im Vergleich zur Kontrollgruppe sisc. 
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Damit resultierte die Minimierung der NNMT-Expression, in einer gesteigerten Acetylierung 
der Proteine in 786-O Zellen.  
Zusammenfassend lässt sich die Aussage treffen, dass die NNMT-Expression einen 
Einfluss auf die Deacetylierung der Sirtuine hat, wenngleich nicht alle Zelllinien, 
entsprechend der Modifikation von NNMT, einheitlich reagieren.  
Massenspektrometrie 
Die veränderte Ausprägung der Acetylierungsintensität kann zwei Ursachen haben. Zum 
einen können die Targets der Sirtuine direkt betroffen sein und zum anderen können 
Proteine in ihrer Expression, aufgrund veränderter Sirtuinaktitvitäten, variieren. Zur 
Überprüfung der ursächlichen, veränderten Acetylierungsmuster wurden ausgewählte 
Banden aus Coomassie gefärbten SDS-PAGE ausgeschnitten, die Proteine mit Trypsin (In-
Gel-Verdau) verdaut und mittels Massenspektrometrie (ESI-MS-MS) analysiert. Die 
Abbildung 69 zeigt die ausgewählten Proteinbanden der Zelllinien 786-O, Caki-1 und 769-
P. Die Auswahl erfolgte anhand der vergleichenden Western Blot Analysen. 
786-O    Caki-1       769-P 
 
Abbildung 69: Coomassie gefärbte SDS-PAGE von NNMT modifizierten 786-O, Caki-1 und 
769-P Zellen mit ausgewählten Proteinbanden, basierend auf den veränderten, acetylierten 
Bandenmustern bei 100 µM und 20 µM Methionin. (A) 786-O Zellen bei 100 µM Methionin, 
(B) Caki-1 Zellen bei 100 µM Methionin und (C) 769-P Zellen bei 20 µM Methinonin, 25 µg Protein, 
n = 2 (UM = Ungefärbter Marker) 
Die Ergebnisse der Massenspektrometrie wurden mittels der human uniprot sprot 2014 02 
fwd rev - Datenbank zugeordnet und mit dem Programm Scaffold (Version 4.8.2, Proteome 
Software Inc., Portland, OR) dargestellt. Für die Auswertung wurden die Angaben der 
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„Percentage of Total Spectra“ verwendet und nach den folgenden Kriterien ausgewertet. 
Es wurden die „Percentage of Total Spectra“ der beiden zugehörigen Proben addiert und 
der Mittelwert gebildet. Es folgte der Vergleich dieser Werte zwischen sisc und siNNMT 
bzw. mock und NNMT. Des Weiteren wurde der Größenbereich der identifizierten Proteine 
dem ausgeschnittenen Proteinbereich angepasst, welche der Tabelle 36 zu entnehmen 
sind.  
Tabelle 36: Proteingrößenbereich für die massenspektrometrischen Ergebnisse aus Abbildung 67 
Proben Größenbereich in kDa 
1 + 2 80 - 96 kDa 
3 + 4 40 - 54 kDa 
5 + 6 32 - 38 kDa 
7 + 8 25 - 29 kDa 
9 + 10 15 - 20 kDa 
11 + 12 68 - 88 kDa 
13 + 14 30 - 32 kDa 
15 + 16 28 - 32 kDa 
Die vollständig ermittelten Proteindaten sind den Tabellen S20 - S27 im Anhang zu 
entnehmen. Sie zeigten eine Vielzahl von Proteinen, welche direkte Targets für die 
Deacetylierung der Sirtuine sind, die Mehrzahl jedoch entsprach keinen bekannten Targets 
der Sirtuine. Diese Vielzahl von differenziell exprimierten Proteinen sind dennoch von 
Interesse.  
SIRT1-Assay 
Ein weiterer Aspekt, der die Interaktion von NNMT und Sirtuinen erklären würde, ist die 
Tatsache, dass Nikotinamid (NAM) die Aktivität der Sirtuine inhibiert. Wird das Enzym durch 
das eigene Produkt gehemmt, entspricht dies einer Feedback-Hemmung. Um dem in 
karzinogenen Zellen entgegenzuwirken, könnte NNMT erhöht werden, um Nikotinamid 
diesem Prozess zu entziehen. Jedoch würde dann N1-Methylnikotinamid (MNAM) in den 
Zellen vermehrt auftreten, da dies das Produkt der NNMT ist. Es stellt sich daher die Frage, 
ob N1-Methylnikotinamid die Enzymreaktion der Sirtuine ebenfalls hemmt oder diese 
Wirkung durch die Methylierung von Nikotinamid verloren geht. 
Stellvertretend für alle Sirtuine wurde ein SIRT1-Aktivitäts-Assay durchgeführt, welcher ein 
rekombinantes SIRT1 nutzte. Nikotinamid als Inhibitor und Resveratrol als Aktivator lagen 
dem Assay bei. Die Wirkung von N1-Methylnikotinamid wurde analysiert. Die Konzentration 
von NAM und MNAM waren gleich. Das Ergebnis ist in Abbildung 70 dargestellt.  
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Abbildung 70: Quantitative Darstellung des SIRT1-Aktivitäts-Assay zum Nachweis der 
Wirkung von Nikotinamid und N1-Methylnikotinamid auf SIRT1. n ≥ 4, Mann-Whitney-Test 
(• = Extremwert außerhalb der Normverteilung, bezogen auf Kontrolle, P value ** ≤ 0,0031, 
**** < 0,0001) (NAM = Nikotinamid, Res = Resveratrol, MNAM = N1-Methylnikotinamid) 
Die Kontrolle spiegelt die Enzymreaktion ohne Zusätze wieder. Vergleichend dazu wurden 
alle weiteren Reaktionen betrachtet und interpretiert. Der bekannte Inhibitor NAM reduzierte 
die Aktivität des Enzyms SIRT1, während Resveratrol (Res) die Aktivität von SIRT1 auf das 
dreifache anstiegen ließ. Ebenfalls aktivierend wirkte der Einfluss von MNAM, welcher 
gering, aber signifikant war. Des Weiteren wurde der Kombinationseinsatz der 
gegensätzlich wirkenden Substanzen NAM und MNAM analysiert. Es ergab sich eine 
inhibierende Wirkung auf die SIRT1-Aktivität, was bedeutet, dass der Einfluss von NAM 
überwiegt.  
Zusammenfassung: Durch die Modifikation wurden die mRNA-Mengen der sieben Sirtuine 
eindeutig zelllinien- und methioninabhängig reguliert. Dies resultierte in einem veränderten 
Acetylierungsmuster, welches ebenfalls zellspezifisch war. Während die Caki-2 Zellen 
keine Veränderungen aufwiesen, war die Acetylierung bei den HEK-293 Zellen durch 
Methionin beeinflusst. Sie zeigten bei 100 µM Methionin jedoch die gleichen Regulierungen 
wie die 769-P Zellen. Die NNMT-Expressionserhöhung bewirkte eine Minimierung der 
Acetylierung. Die 786-O Zellen und Caki-1 Zellen zeigten das gegensätzliche Verhalten. 
Damit lässt sich bestätigen, dass die Aktivität der Sirtuine durch die Expressionserhöhung 
von NNMT gesteigert wird. Weiterhin resultierten aus dieser Modulation veränderte 
Expressionen von Proteinen, deren Expressionsänderungen auf die veränderte 
Acetylierung von sirtuinen Targets zurückzuführen sein könnte. Zuletzt konnte der Vorteil 
der NNMT-Überexpression anhand eines SIRT1-Aktivittästs-Assays verifiziert werden, 
denn die inhibierende Wirkung von NAM, kann durch die Umwandlung zu MNAM durch 
NNMT in eine aktivierende Wirkung umgewandelt werden.  
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4.3. Biochemischen Ursachen einer NNMT-Überexpression im ccRCC 
Die Entstehung von Karzinomen beginnt bei vererbbaren oder spontan mutierten Genen 
und endet bei situationsbedingten, modifizierten Proteinen, welche bei ausbleibenden, 
körpereigenen Korrekturmechanismen zu einer veränderten Zellteilung führen. Die 
Ursachen sind vielfältig und schließen Umwelteinflüsse, Krankheitserreger und 
Lebensbedingungen mit ein. Neben modifizierten Proteinen können auch Moleküle, 
Substanzen oder Produkte der Reaktionen die Regulierung von Proteinen beeinflussen und 
damit ursächlich für die Modifikation der Proteinexpression sein. Diese Thematik ist 
gegenwärtig ein viel diskutiertes Thema und soll auch in dieser Arbeit aufgegriffen werden. 
Als mögliche Ursachen der erhöhten NNMT Expression sollen die Substanzen Nikotinamid 
(NAM) und Interleukin-6 (IL-6) betrachtet werden. Während NAM bei erhöhter 
Sirtuinaktivität synthetisiert werden kann, wird IL-6 bei Entzündungsreaktionen benötigt und 
in Tumorzellen vermehrt freigesetzt.  
4.3.1. Einfluss von Nikotinamid auf die NNMT Expression in den Zelllinien 
HEK-293, Caki-2, 769-P, Caki-1 und 786-O  
Nikotinamid, als zentral betrachtetes Molekül dieser Arbeit, ist das Schlüsselenzym des 
NAD-Stoffwechsels, Produkt und Inhibitor der Sirtuine und Edukt für das Enzym NNMT. 
Damit beeinflusst dessen Konzentration eine Vielzahl von Reaktionen und könnte in 
Karzinomen ursächlich für die erhöhten NNMT Expressionen sein.  
Daher wurden die Nierenzelllinien HEK-293, Caki-1, Caki-2, 786-O und 769-P mit 
Konzentrationen an Nikotinamid von 5 mM, 10 mM, 15 mM und 25 mM inkubiert und 
mittelts Viabilitäts- und Proliferationsassay auf Veränderungen untersucht. Die Ergebnisse 
des Viabilitätsassays sind in der Abbildung 71 dargestellt.  
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Abbildung 71: Bestimmung der relativen Viabilität bei verschiedenen Zelllinien in 
Abhängigkeit von der Nikotinamidkonzentration. Quantitative Darstellung der Viabilität in der 
Zelllinie (A) HEK-293, (B) Caki-1, (C) Caki-2, (D) 786-O und (E) 769-P, Caki-1 Zellen bei 100 µM 
Methionin kultiviert, die anderen bei 20 µM Methionin, n = 18, Kruskal-Wallis-Test (Normierung auf 
Kontrolle, Median = 1, • = Extremwert außerhalb der Normalverteilung, P value * ≤ 0,0234, 
** ≤ 0,0066, *** ≤ 0,0007, **** < 0,0001) 
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Insgesamt zeigten alle Zelllinien durch die erhöhten NAM-Konzentrationen eine individuelle 
Abnahme der Viabilität. Die HEK-293 Zellen (Abbildung 71A) zeigten bei 5 mM NAM 
gegenüber der Kontrolle eine leichte Erhöhung der Viabilität, welche bei den höheren 
Konzentrationen signifikant und stetig abnimmt. Bei 25 mM NAM verblieben nur noch 20 % 
der ursprünglichen Viabilität. Bei den Caki-1 Zellen (Abbildung 71B) verlief die Abnahme 
bis zu 15 mM NAM flacher, so dass bei dieser Konzentration noch 60% der 
Ausgangsviabilität vorhanden war. Die Behandlung mit 25 mM NAM resultierte auch in 
einer sehr starken Minimierung der Viabilität. Bei den 786-O Zellen (Abbildung 71D) war 
Gleiches zu beobachten, jedoch erhöhten 5 mM und 10 mM NAM die Viabilität in diesen 
Zellen. Die Caki-2 (Abbildung 71C) und 769-P (Abbildung 71E) zeigen ein ähnliches 
Verhalten wie die HEK-293 Zellen: eine sehr starke Abnahme der Viabilität im Vergleich zur 
Kontrolle, ab der NAM-Konzentration von 10 mM.  
Wenngleich alle Zellen mit einer Reduzierung der Viabilität reagierten, zeigten die NNMT 
niedrig exprimierenden Zelllinien HEK-293, Caki-2 und 769-P eine schnellere und 
deutlichere Reaktion auf die veränderten Kulturbedingungen als die beiden NNMT hoch 
exprimierenden Zelllinien Caki-1 und 786-O.  
Es konnte unter dem Mikroskop beobachtet werden, dass sich die Zellen durch die 
Inkubation mit den höheren NAM Konzentrationen bereits ablösten. Diese Beobachtung 
wurde mit dem Proliferationsassay aus Abbildung 72 bestätigt.  
Die Zelllinien HEK-293 (Abbildung 72A), Caki-2 (Abbildung 72C) und 769-P 
(Abbildung 72E) zeigten eine stetige Abnahme der Zellzahl, so dass bei der niedrigsten 
Konzentration von 25 mM NAM nur noch zwischen 30 % und 50 % der ursprünglichen 
Zellzahl vorhanden waren. In einem ähnlichen Maßstab nahm auch die Proliferation der 
Caki-1 Zellen (Abbildung 72B) ab, wobei ein deutlicher Sprung der Abnahme zwischen der 
Kontrolle und 5 mM NAM vorhanden war. Die 786-O Zellen (Abbildung 72D) zeigten bei der 
höchsten Konzentration die meisten verbliebenen Zellen. Auch insgesamt zeigten die 
Zellen gegen die Behandlung mit NAM in ihrer Proliferation die beste Resistenz, bevor eine 
zu hohe Konzentration auch hier eine Reduzierung der Zellzahl bewirkte.  
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Abbildung 72: Bestimmung der relativen Proliferation bei verschiedenen Zelllinien in 
Abhängigkeit von der Nikotinamidkonzentration. Quantitative Darstellung der Viabilität in der 
Zelllinie (A) HEK-293, (B) Caki-1, (C) Caki-2, (D) 786-O und (E) 769-P, Caki-1 Zellen bei 100 µM 
Methionin kultiviert, die anderen bei 20 µM Methionin, n = 18, Kruskal-Wallis-Test (Normierung auf 
Kontrolle, Median = 1, • = Extremwert außerhalb der Normalverteilung, P value * ≤ 0,0362, 
** ≤ 0,0066, *** ≤ 0,0008, **** < 0,0001) 
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Western Blot Analyse untransfizierter Zellen 
Anhand der Ergebnisse zur Viabilität und Proliferation bei unterschiedlichen 
Konzentrationen wurde für die Expressionsanalysen der Enzyme NNMT, NAMPT und SIRT 
eine Konzentration von 10 mM NAM ausgewählt, da dort bereits deutliche Veränderungen 
ersichtlich waren. Alle fünf Zelllinien wurden mit 10 mM NAM bei 100 µM Methionin für 24 h, 
48 h und 72 h kultiviert und anschließend mit RIPA-Lysispuffer aufgeschlossen. Die 
Proteinlysate wurden auf eine SDS-PAGE (20 µg) aufgetragen, mittels Western Blot 
transferiert und die entsprechenden Proteine mit spezifischen Antikörpern detektiert. Als 
Referenz für die quantitative Auswertung wurde das Ponseau-S-gefärbte 
Gesamtproteinlysat verwendet.  
Da das Protein NNMT in den Zelllinien HEK-293, Caki-2 und 769-P nicht detektierte werden 
konnten, wurden nur die Expressionen der Caki-1 und 786-O Zellen ausgewertet und in der 
Abbildung 73 dargestellt.  
 
Abbildung 73: Repräsentativer Western Blot zum Nachweis von NNMT in Caki-1 und 786-O 
Zellen bei 100 µM Methionin nach NAM-Inkubation. Quantitative Darstellung von NNMT in (A) 
Caki-1 und (B) 786-O Zellen, 20 µg, n = 5, Mann-Whitney-Test (bezogen auf Kontrolle, P value 
* = 0,0317, ** = 0,0079) (NAM = Nikotinamid) 
In beiden Zelllinien minimierte die Zugabe von NAM über die Zeit die Expression von NNMT. 
Die Abnahme war in den Caki-1 Zellen (Abbildung 73A) signifikant und betrug nach 72 h 
70 %. In den 786-O Zellen (Abbildung 73B) reduzierte die NAM-Zugabe bereits nach 24 h 
die NNMT-Proteinexpression signifikant um 30 %. Nach 72 h verblieb die Hälfte der 
ursprünglichen NNMT-Proteinmenge und liegt damit höher als die der Caki-1 Zellen.  
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Abbildung 74: Repräsentativer Western Blot zum Nachweis von NAMPT in verschiedenen 
Zelllinien bei 100 µM Methionin nach NAM-Inkubation. Quantitative Darstellung von NAMPT in 
(A) HEK-293, (B) Caki-1, (C) Caki-2, (D) 786-O und (E) 769-P Zellen, 20 µg, n = 5, Mann-Whitney-
Test (bezogen auf Kontrolle, P value * = 0,0317; ** = 0,0079) (NAM = Nikotinamid) 




      
Abbildung 75: Repräsentativer Western Blot zum Nachweis von SIRT1 in verschiedenen 
Zelllinien bei 100 µM Methionin nach NAM-Inkubation. Quantitative Darstellung von SIRT1 in (A) 
HEK-293, (B) Caki-1, (C) Caki-2, (D) 786-O und (E) 769-P Zellen, 20 µg, n = 5, Mann-Whitney-Test 
(bezogen auf Kontrolle, P value * = 0,0317, ** = 0,0079) 
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NAMPT stellt das konkurrierende Enzym zu NNMT dar, wenn es um die 
Verstoffwechselung von NAM geht. In den Zellen HEK-293 (Abbildung 74A) bewirkte die 
Zugabe von NAM eine signifikante Erhöhung der Proteinmenge dieses Enzyms nach 24 h 
und nahm dann stetig wieder ab. Bei den Caki-1 Zellen (Abbildung 74B) zeigte sich 
ebenfalls eine signifikante Erhöhung der NAMPT-Expression bei 24h, jedoch war bereits 
nach 48 h die Expression unter die Ursprüngliche gesunken. Auch bei den Caki-2 Zellen 
(Abbildung 74C) zeigte sich ein solcher Verlauf. In den 786-O Zellen (Abbildung 74D) 
minimierte sich die Expression von NAMPT, unabhängig von der Zeit, durch die NAM-
Zugabe, während die 769-P Zellen (Abbildung 74E) keine signifikanten Veränderung 
zeigte.  
SIRT1 wird durch sein Produkt NAM in seiner Funktion gehemmt. Die Proteinexpression in 
den Zellen zeigte ein widersprüchliches Ergebnis. Hier kann allerdings keine Aussage zur 
Funktionalität abgeleitet werden. 
Die HEK-293 Zellen (Abbildung 75A) zeigten wie die übrigen Zelllinien einen Anstieg der 
Proteinmenge von SIRT1 nach 24 h. Bei den HEK-293 Zellen ist dieser sehr flach und bei 
48 h erst signifikant. Beim späteren Zeitpunkt näherte sich der Median wieder der 
ursprünglichen Expression an. Die Caki-1 Zellen (Abbildung 75B) wiesen bei 24 h eine  
1,6-fach gesteigerte Proteinmenge von SIRT1 auf, welche im zeitlichen Verlauf bis zu 72 h 
deutlich abnahm (Faktor 0,25). Wie die HEK-293 Zellen zeigten die Caki-2 Zellen 
(Abbildung 75C) einen stetigen Anstieg der SIRT1-Expression in Abhängigkeit von der Zeit. 
Bei den 786-O (Abbildung 75D) und 769-P Zellen (Abbildung 75E) konnte ebenfalls ein 
Anstieg der SIRT1 Expression beobachtet werden, welcher bei 48h seinen Höchstwert vom 
1,8-fachen bzw. 4,5-fachen gegenüber der Kontrolle aufwies. Eine längere Stimulation bis 
zum Zeitpunkt 72h bewirkte jedoch wieder eine Minimierung der Proteinmenge von SIRT1, 
welche auf das gleiche Expressionslevel wie die Kontrolle sank.  
Viabilität und Proliferation bei transfizierten Zellen 
Abschließend wurden in diesem Kapitel die Viabilität und Proliferation unter bereits 
beschriebenen Bedingungen analysiert. Dafür wurden die Zellen entsprechend mit dem 
modifizierten Plasmid pcDNA3.1 oder der siRNA transfiziert bzw. die C2NNMTs Zellen mit 
Dox stimuliert, nach vier Tagen in 96-Well-Platten überführt, nochmals transfiziert und 24 h 
später mit NAM behandelt. Die Messungen erfolgten nach 7 Tage Transfektion, 
einschließlich einer Inkubation mit NAM für 48 h.  
    




        
Abbildung 76: Bestimmung der relativen Viabilität bei verschiedenen Zelllinien bei 100 µM 
oder 20 µM Methionin. Quantitative Darstellung der Viabilität in der Zelllinie (A) HEK-293,  
(B) Caki-1, (C) Caki-2, (D) 786-O und (E) 769-P, Caki-1 Zellen wurden bei 100 µM Methionin 
kultiviert, die anderen bei 20 µM Methionin, n = 18 - 24, Kruskal-Wallis-Test (Normierung auf mock, 
sisc oder - Dox, Median = 1, • = Extremwert außerhalb der Normalverteilung, P value * ≤ 0,0134, 
** ≤ 0,0077, *** ≤ 0,0010, **** < 0,0001) 
150  Ergebnisse 
Bei den HEK-293 Zellen (Abbildung 76A) führte die NNMT-Erhöhung zur Reduktion der 
Viabilität im Vergleich zur Kontrollgruppe (mock). Unabhängig von der NNMT-Modulation 
wurde die Viabilität durch die NAM-Zugabe erhöht, signifikant aber höher in der Gruppe 
mock. Diese Viabilitätserhöhung durch NAM konnte auch in den Caki-1 Zellen 
(Abbildung 76B) und 769-P Zellen (Abbildung 76E) beobachtet werden. Dem entgegen 
wurden die Caki-2 Zellen (Abbildung 76C) durch die NNMT-Erhöhung in ihrer Viabilität 
gemindert, was durch die Supplementierung von NAM verstärkt wurde.  
In den 786-O Zellen (Abbildung 76D) bewirkte die Reduzierung von NNMT eine Steigerung 
der Viabilität gegenüber den sisc-Gruppen. Jedoch wirkte NAM hier hemmend in Bezug auf 
die Viabilität.  
Die Caki-1 Zellen waren die einzigen der Zelllinien, welche sich nicht in ihrer Proliferation 
beeinflussen ließen (Abbildung 77B). Bei den HEK-293 Zellen wurde die Proliferation durch 
die Transfektion und der damit verbundenten NNMT-Expressionserhöhung, signifikant 
gemindert (Abbildung 77A). NAM hatte hingegen keinen Einfluss. Wie bei den HEK-293 
Zellen wiesen die Caki-2 Zellen (Abbildung 77C) eine reduzierte Proliferation durch die 
NNMT-Proteinerhöhung auf. Eine geringere Proliferation wurde auch durch die Zugabe von 
NAM bei der mock-Gruppe bewirkt. Die 786-O Zellen (Abbildung 77D) wurden vergleichbar 
durch die Zugabe von NAM beeinflusst. Wobei die Erhöhung der NNMT-Expression eine 
erhöhte Proliferation bewirkte. 769-P Zellen (Abbildung 77E) reduzierten ihre Proliferation 
durch Zugabe von NAM und die Modifikation der NNMT-Expression. Die Kombination aus 
beiden Behandlungen ließ die Zellen auf das niedrigste Proliferationsniveau sinken.  
Die dargestellten Ergebnisse zeigen eine zellspezifische Vielfalt von Regulierung der 
Proteinexpression, Viabilität und Proliferation in Bezug auf die Behandlung mit Nikotinamid. 
Einheitliche Zusammenhänge zwischen NNMT und NAM konnten nur teilweise gefunden 
werden und stellen ein interessantes Diskussionspotenzial dar.  





Abbildung 77: Bestimmung der relativen Proliferation bei verschiedenen Zelllinien bei 100 µM 
oder 20 µM Methionin. Quantitative Darstellung der Proliferation in der Zelllinie (A) HEK-293, (B) 
Caki-1, (C) Caki-2, (D) 786-O und (E) 769-P Zellen, Caki-1 Zellen wurden bei 100 µM Methionin 
kultiviert, die anderen bei 20 µM Methionin, n = 18-24, Kruskal-Wallis-Test (Normierung auf mock, 
sisc oder - Dox, Median = 100, • = Extremwert außerhalb der Normalverteilung, P value * ≤ 0,0385, 
** ≤ 0,0075, *** ≤ 0,0008, **** < 0,0001) 
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4.3.2. Einfluss von Interleukin-6 auf die NNMT Expression in den Zelllinien 
HEK-293, Caki-2, 769-P, Caki-1 und 786-O 
Als Marker und Regulator bei entzündlichen Prozessen im Organismus übernimmt das 
Interleukin-6 (IL-6) eine Schlüsselposition. Seine Aktivierung bewirkt u.a. die 
Phosphorylierung der Janus-aktivierten Kinase, wodurch der JAK-STAT-Signalweg (JAK: 
Januskinase, STAT engl. Signal transducer and activator of transcription) und der MAP-
Kinase-Weg (eng. mitogen-activated protein) aktiviert werden. Deutlich gesteigerte 
Konzentrationen von IL-6 wurden bei systemischen Infektionen, hohen 
Muskelbeanspruchungen, dem metabolischen Syndrom und der Alzheimer-Krankheit, aber 
auch bei Krebserkrankungen diagnostiziert. Das ccRCC gehört zu diesen betroffenen 
Tumorerkrankungen [100]. Mit der erhöhten IL-6 Konzentration gehen viele 
Expressionsunterschiede bei Proteinen einher. Dieser Abschnitt soll klären, ob NNMT zu 
diesen IL-6 regulierten Proteinen gehört und welcher Einfluss auf die Proliferation und 
Viabilität ausgeübt wird, da IL-6 in T-Lymphozyten die Differenzierung, die Proliferation und 
die Polarisierung reguliert [101].  
Der Abschnitt gliedert sich in nachfolgende Untersuchungen, welche in der aufgeführten 
Reihenfolge beschrieben werden. Der Nachweis des Interleukin-6 Rezeptors (IL-6R) in den 
fünf verwendeten Zelllinien, sowie die Überprüfung der Funktionalität des IL-6R. Es folgt 
die dosis- und zeitabhängige Analyse der IL-6-Wirkung, sowie die IL-6-abhängige 
Aktivierung der Signalwege in den Zelllinien Caki-1 (100 µM Methionin im Medium), sowie 
Caki-2, 786-O und 769-P (20 µM Methionin im Medium). Ausnahmen wurden entsprechend 
beschriftet. Viabilitäts- und Proliferationsanalysen komplettieren dieses.  
Zunächst erfolgte der Nachweis des IL-6 Rezeptors in allen fünf Zelllinien. Dafür wurden 
alle Zelllinien bei 100 µM Methionin kultiviert, einerseits die RNA mittels TriFASTTM-
Präparation isoliert, in cDNA umgeschrieben und in einer quantitativen RT-PCR eingesetzt- 
Als interne Kontrolle wurde das Housekeeping-Gen RPLP0 verwendet. Andererseits 
wurden die Zellen mit RIPA-Lysispuffer aufgeschlossen und nach einer Proteinbestimmung 
25 µg des Proteinlysates pro Spur auf eine SDS-PAGE aufgetragen. Als Ladekontrolle 
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Abbildung 78: Quantitative RT-PCR Analyse und repräsentativer Western Blot und zum 
Nachweis von IL-6R in den Zelllinien HEK-293, Caki-1, Caki-2, 786-O, 769-P und LNCaP.  
(A) qRT-PCR und (B) Quantitative Auswertung vom Western Blot und repräsentativer Western Blot, 
n = 4  
Sowohl die Analyse der mRNA-Menge (Abbildung 78A), als auch die der Proteinmenge 
(Abbildung 78B) zeigten verschiedene Expressionen des IL-6R in den unterschiedlichen 
Zelllinien. Die mRNA-Mengen in HEK-293 und 786-O Zellen lag dabei am höchsten und auf 
ähnlichem Niveau. Niedrigere mRNA-Mengen wiesen die übrigen Zelllinien auf. Ähnliches 
konnte bei der Proteinexpression beobachtet werden. Als Kontrolle wurde die Zelllinie 
LNCaP gewählt, welche nachweislich den IL-6 Rezeptor exprimiert [102]. Deutlich wurde, 
dass die Proteinexpression des IL-6R in den renalen Zelllinien unterhalb der 
Prostatakarzinomzelllinie (LNCaP) lag. Dabei lagen die HEK-293, Caki-2 und 786-O Zellen 
in ihrer Proteinmenge höher als die beiden Zelllinien Caki-1 und 769-P.  
Für alle weiteren Untersuchungen wurden nur die karzinogenen Nierenzelllinien verwendet, 
daher wurde der Funktionalitätstest zum IL-6R nicht mit den HEK-293 Zellen durchgeführt.  
Dafür wurden die Zellen für 24 h mit 50 ng/ml IL-6 kultiviert und mittels RIPA-Lysispuffer die 
Proteine isoliert. 25 µg Protein wurden in einer SDS-PAGE aufgetragen, mittels Western 
Blot auf eine Membran transferiert und mit einem spezifischen Antikörper MYC detektiert. 
Dieses ist ein bekanntes Target von IL-6 und bei funktionierendem Rezeptor in seiner 
Expression verändert. Der Funktionalitätsnachweis ist in Abbildung 79 abgebildet. 
Als Kontrolle wurden die LNCaP-Zellen verwendet, welche eine erhöhte MYC-Expression 
unter den beschriebenen Bedingungen zeigten. Das gleiche war auch bei der Zelllinie  
Caki-2 zu beobachten, jedoch in einer anderen Ausprägung. Ein deutlicher Unterschied war 
die Doppelbande des Proteins MYC in den renalen Zelllinien gegenüber den LNCaP Zellen. 
Dementgegen minimierten die Zelllinien Caki-1, 786-O und 769-P die Proteinmenge von 
MYC. Insgesamt konnte jedoch bei jeder Zelllinie eine Veränderung der MYC Proteinmenge 
bestätigt werden, was für die Funktionalität des Rezeptors spricht.  
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Abbildung 79: Repräsentativer Western Blot zum Nachweis der Funktionalität des IL-6R über 
MYC in den Zelllinien LNCaP, Caki-1, Caki-2, 786-O und 769-P Zellen bei 100 µM Methionin 
und 50 ng/ml IL-6. 25 µg Protein, n = 4 
 
 
Abbildung 80: Repräsentativer Western Blot zum Nachweis von NNMT in Caki-1, Caki-2,  
786-O und 769-P Zellen unter verschiedenen IL-6 Konzentrationen für 48 h. Quantitative 
Auswertung und Western Blot der Proteinmenge von NNMT im (A) Caki-1 Zellen, (B) Caki-2 Zellen, 
(C) 786-O Zellen und (D) 769-P Zellen, 25 µg Protein, n = 4, Mann-Whitney-Test (bezogen auf die 
Kontrolle, P value * = 0,0286)  
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Die Untersuchungen zur Konzentrations- und Zeitabhängigkeit einer IL-6 Behandlung in 
Bezug auf die Expression von NNMT ergaben die Daten in Abbildung 80 und Abbildung 81. 
Dafür wurden die Zellen unter den angeführten Bedingungen kultiviert und mit RIPA-
Lysispuffer aufgeschlossen. Jede Proteinspur der SDS-PAGE wurde mit 25 µg Proteinlysat 
versehen und anschließend transferiert. Es folgte die Detektion von NNMT. 
Das Interesse galt der Klärung eines Zusammenhangs zwischen IL-6 Konzentration und 
NNMT Expression. Dafür wurden die Zellen unterschiedlichen Konzentrationen des 
Interleukins ausgesetzt. Sowohl die Caki-1, Caki-2 und 786-O Zellen zeigten eine Abnahme 
der NNMT-Proteinmenge in Abhängigkeit von steigenden IL-6 Konzentrationen. Lediglich 
die 769-P Zellen erhöhten signifikant die Proteinmenge von NNMT unter Zusatz von IL-6. 
Für die Auswahl der Inkubationszeit wurde aufgrund der vorhergehenden Ergebnisse eine 
IL-6 Konzentration von 50 ng/ml gewählt (Abbildung 81). Während die Zelllinien Caki-1, 
Caki-2 und 786-O keine zeitabhängige Veränderung der NNMT-Proteinmenge zeigten, 
stieg diese bei den 769-P Zellen ab 48 h signifikant an und konnte auch noch 96 h nach  
IL-6 Zugabe gehalten werden.  
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Abbildung 81: Repräsentativer Western Blot zum Nachweis von NNMT in Caki-1, Caki-2,  
786-O und 769-P Zellen unter der Inkubation mit 50 ng/ml IL-6 unter verschiedenen 
Zeitpunkten. Quantitative Auswertung und Western Blot der Proteinmenge von NNMT in (A) Caki-
1 Zellen, (B) Caki-2 Zellen, (C) 786-O Zellen und (D) 769-P Zellen, 25 µg Protein, n ≥ 5, Mann-
Whitney-Test (bezogen auf die Kontrolle, Median = 1, P value * = 0,0130, ** = 0,0022) 
Damit zeigten nur die 769-P Zellen eine Expressionserhöhung des Proteins NNMT als 
Reaktion auf eine erhöhte IL-6 Konzentration. Da der IL-6R in allen Zellen funktionsfähig 
war, muss die Ursache in der Signalkaskade des JAK-STAT- oder MAP-Kinase-Weges 
liegen. Die Signale werden über Phosphorylierungen der Proteine weitergegeben und 
münden in einer gemeinsamen Aktivierung von STAT, welches die Transkription einiger 
Gene aktiviert. Daher wurden im Folgenden der Phosphorylierungsstatus von STAT3 und 
ERK unter IL-6 Einfluss analysiert.  




Abbildung 82: Repräsentativer Western Blot zum Nachweis von NNMT, p-ERK, t-ERK, pSTAT3 
und t-STAT3 in Caki-1, Caki-2, 786-O und 769-P Zellen nach Behandlung mit IL-6 zu 
verschiedenen Zeitpunkten. Inkubation mit 50 ng/ml IL-6. (A) Caki-1 Zellen, (B) Caki-2 Zellen,  
(C) 786-O Zellen und (D) 769-P Zellen, 25 µg Protein, n = 6 (p = Phosphorylierung, t = total) 
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Der Einfluss von IL-6 auf die Caki-1 Zellen ist in Abbildung 82A abgebildet. Die NNMT-
Expression blieb unbeeinflusst, während eine leicht erhöhte Phosphorylierung von ERK 
nach 12 h durch den Zusatz von IL-6 nachgewiesen werden konnte. Das Protein ERK 
besteht aus zwei verbunden Isoformen, welche unabhängig voneinander aktiviert werden 
können. Beide Isoformen p42 und p44 (42/ 44 kDa) waren in den Zellen vorhanden und 
lagen bereits phosphoryliert vor. Dementgegen zeigte STAT3 keine Veränderung der 
Phosphorylierung durch IL-6.  
Auch die Caki-2 Zellen zeigten keine Änderung der NNMT-Proteinmenge durch die Zugabe 
von IL-6 (Abbildung 82B). Die Phosphorylierung von ERK und STAT3 nahm zunächst ab 
(12 h) und stieg dann im Zeitverlauf wieder.  
Die Zelllinie 786-O wurde durch IL-6 ebenfalls nicht in der NNMT-Expression beeinflusst 
(Abbildung 82C). Während die Phosphorylierung von STAT3 gleich blieb, wurde jene von 
ERK verändert. Die Phosphorylierung der Isoform p44 wurde zum Zeitpunkt 12 h durch  
IL-6 erhöht, allerdings wurde auch die Gesamtproteinmenge von ERK erhöht. Danach sankt 
die Phosphorylierung wieder auf das Ausgangsniveau zurück.  
Wie bereits beschrieben, war die Zelllinie 769-P die einzige, bei welcher die Expression von 
NNMT durch IL-6 erhöht war (Abbildung 82D). Zum Zeitpunkt 12 h ist die Phosphorylierung 
der ERK Isoform p44 ebenso stärker phosphoryliert, wie STAT3 im Vergleich zur 
Kontrollprobe. Beide Proteine zeigten damit deren Aktivierung. Die Phosphorylierung der 
Isoform p44 konnte zum Zeitpunkt 48 h nicht mehr detektiert werden, während sie zum 
späteren Zeitpunkt wieder nachweisbar war. Die Phosphorylierung von STAT3 nahm 
hingegen nach einer initialen Steigerung nach 12 h sukzessiv ab.  
Während die Zelllinie Caki1 keinerlei Veränderungen der Phosphorylierung von STAT3 und 
ERK durch IL-6 Zugabe zeigte, reagierten die 786-O Zellen nur mit der Phosphorylierung 
von ERK. Die Caki-2 Zellen zeigen eine veränderte Phosphorylierung sowohl von ERK, als 
auch von STAT3, jedoch in einer zeitweisen Minimierung dieser. Damit ist 769-P die einzige 
Zelllinie, bei der die IL-6 Zugabe beide Signalwege aktiviert, was in einer erhöhten NNMT-
Expression resultierte.  
Es wurde im Weiteren überprüft, ob die Zellviabilität und -proliferation der untersuchten 
Zellen durch IL-6 beeinflusst wurden. Dafür wurden die Zellen für 72 h mit IL-6 inkubiert und 
mittels Absorptions- und Fluoreszenzmessung in 96-Well-Platten analysiert.  
Während sich die Viabilität von den 769-P und Caki-1 Zellen nicht verändert hatte, war die 
Viabilität der Caki-2 Zellen signifikant durch die Inkubation mit IL-6 herabgesetzt 
(Abbildung 83A). Bei den 786-O Zellen kam es zu einer Erhöhung. Damit resultieren sehr 
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unterschiedliche, zellspezifische Viabilitäten unter IL-6 Einfluss. Hingegen wurde die 
Proliferation bei keiner Zelllinie durch IL-6 beeinflusst (Abbildung 83B).  
 
 
Abbildung 83: Bestimmung der relativen Viabilität und Proliferation in den Zelllinien Caki-1, 
Caki-2, 786-O und 769-P bei 100 µM bzw. 20 µM Methionin nach 72 h. Quantitative Darstellung 
der (A) Viabilität und (B) Proliferation, Caki-1 Zellen bei 100 µM die übrigen Zelllinien bei 20 µM 
Methionin kultiviert; n = 18, Kruskal-Wallis-Test (Normierung auf jeweilige Kontrolle, Median = 1 bzw. 
100, • = Extremwert außerhalb der Normalverteilung, P value *** = 0,0002, **** < 0,0001) 
NNMT als eines, vieler differenziell exprimierten Proteine im klarzelligen 
Nierenzellkarzinom, wird mit steigendem Tumorstadium verstärkt exprimiert. Eine 
gesteigerte IL-6 Konzentration tritt ebenfalls bei der Manifestierung der Krankheit auf. Der 
Zusammenhang dieser beiden möglichen Tumormarker wurde nur in einer der vier 
ausgewählten karzinogenen Zelllinien bestätigt. Während die Zelllinien Caki-1, Caki-2 und 
786-O die Proteinexpression von NNMT unter IL-6 Einfluss teilweise reduzierten, wurde 
eine höhere Expression nur in 769-P Zellen ermittelt. Ursächlich ist die gemeinsame 
Aktivierung durch Phosphorylierung von STAT3 und ERK durch IL-6 in diesen Zellen. 
Obwohl die Expression von NNMT beeinflusst wurde, änderte sich die Viabilität der 769-P 
Zellen im Gegensatz zu den Caki-2 und 786-O Zellen nicht, ebenso wie die Proliferation.  
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5. Diskussion 
Das Nierenzellkarzinom (RCC) ist eine der zehn häufigsten Tumorerkrankungen bei 
Männern und macht 2,4 % der insgesamt mehr als 17 Millionen Tumorerkrankungen 
weltweit aus [103].  
Der häufigste Subtyp, das klarzellige Nierenzellkarzinom (ccRCC) wird aufgrund von 
fehlenden Symptomen oftmals erst im fortgeschrittenen Stadium entdeckt. Durch eine 
ausgeprägte Resistenz gegenüber konventionellen Chemotherapeutika ist es schwierig 
behandelbar. Neben der chirurgischen Tumorresektion stehen immuntherapeutische 
Ansätze, sowie zunehmend sogenannte zielgerichtete Medikamente („targeted therapies“) 
[25] [26] [27] [28] [29] [30] zur Verfügung.  
Im Fokus der vorliegenden Dissertation steht das überexprimierte Enzym Nikotinamid-N-
Methyltransferase (NNMT) und seine Rolle im klarzelligen Nierenzellkarzinom. In anderen 
Tumorentitäten, wie Darmkrebs und Prostatakrebs, wurde NNMT bereits als 
vielversprechender Tumormarker beschrieben [44] [104] und könnte daher auch für das 
klarzellige Nierenzellkarzinom eine relevante Zielstruktur darstellen.  
Unter Anwendung von Transfektionsstudien wurde die Rolle von NNMT in verschiedenen 
Zelllinien des klarzelligen Nierenzellkarzinoms untersucht. Es wurden die Auswirkungen der 
Modulation der NNMT-Expression auf mögliche interagierende Proteine untersucht, welche 
Bestandteile von entscheidenden Stoffwechselzyklen sind. Dazu gehören die Sirtuine 
(SIRT1 - SIRT7) und Nicotinamid-Phosphoribosyltransferase (NAMPT), welche im NAD-
Stoffwechsel integriert sind, sowie MAT2B als regulatorische UE der S-Adenosyl-
methioninsynthase (MATII) und entscheidendes Enzym der Methioninsynthese. Die 
Methioninverfügbarkeit ist über die Bereitstellung von S-Adenosylmethionin (SAM) als 
Methylgruppendonor für die Funktionalität von NNMT von Bedeutung. Daher wurde die 
Methioninkonzentration für einige Experimente variiert. Ergänzt wurden die 
Untersuchungen durch Einbeziehung des Enzyms Aldehydoxidase (AOX1), welches das 
Produkt der NNMT, das N1-Methylnikotinamid (MNAM), als Substrat verwendet und 
oxidiert.  
Neben der funktionellen Charakterisierung von NNMT wurden auch mögliche Ursachen für 
eine erhöhte Expression des Enzyms im Tumor betrachtet, wobei IL-6 und Nikotinamid 
(NAM) bei den vorgenommenen Untersuchungen in den Vordergrund rückten.  
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Gruppierung nach VHL-Status und NNMT-Expression 
Für die Klärung der Fragestellungen wurden fünf Nierenzelllinien verwendet. Diese wurden 
bezüglich ihrer NNMT-Expression und des Von-Hippel-Lindau-Status (VHL) charakterisiert. 
Während die HEK-293 Zellen einen embryonalen Ursprung haben und als Kontrolle 
dienten, sind vier weitere Zelllinien dem klarzelligen Nierenzellkarzinom zuzuordnen. In 
Hinsicht auf das zu untersuchende Enzym NNMT können diese nochmals in zwei Gruppen 
unterteilt werden. Im Vergleich zu den NNMT-exprimierenden Zelllinien 786-O und Caki-1, 
weisen die Zelllinien HEK-293, 769-P und Caki-2 keine oder nur sehr geringe 
Proteinmengen von NNMT auf. Gleiche Verhältnisse sind auch für das Transkript ermittelt 
worden (Abbildung 15 und Abbildung 16).  
Viele Patienten, bei denen ein klarzelliges Nierenzellkarzinom charakterisiert wurde, weisen 
einen genetischen Defekt des Von-Hippel-Lindau-Gens auf, welcher sich in 
unterschiedlichsten Einzel- und Kombinationsmutationen äußert [105] [106]. Die meisten 
Mutationen führen zur Synthese des Proteins, welches dann jedoch nicht funktionsfähig ist 
und die Zelle in einen hypoxischen Zustand versetzt, der Pseudohypoxie. Dies hat zur 
Folge, dass der Hypoxie-induzierte Faktor (HIF) unreguliert in den Zellkern gelangen kann. 
Dieser Transkriptionsfaktor kann dann die Expression einer Vielzahl von Genen, wie z.B. 
TGF-β1 (engl. Transforming Growth Factor) [107], VEGF (engl. Vascular Endothelial 
Growth Factor) [108], Phosphofruktokinase (PFK) [109] und Laktatdehydrogenase (LDH) 
[110] bewirken, womit vielfältigste Prozesse der Zelle gesteuert werden können.  
Beim Vergleich der verwendeten Zelllinien in Bezug auf ihr VHL-Profil ergab sich im 
Vergleich zu HEK-293 Zellen eine um mindestens 50 % geringere Expression an mRNA 
bei den Nierenkrebszelllinien, wobei die 769-P Zellen kaum nachweisbare Mengen 
besaßen (Abbildung 16). Auf Proteinebene zeigten sich ähnliche Expressionsunterschiede 
(Abbildung 15). Während die Zelllinien HEK-293, Caki-1 und Caki-2 ähnlich hohe 
Proteinmengen zeigten, wiesen die Zelllinien 769-P und 786-O deutlich geringere 
Expressionsmengen des Proteins VHL auf. Diese Ergebnisse sagen jedoch nichts über die 
Funktionalität von VHL in Hinsicht auf die Deaktivierung von HIF-1α aus. Die Western Blot 
Analyse von HIF-1α (Abbildung 17) zeigte bei den HEK-293, Caki-1 und Caki-2 Zellen im 
Vergleich zur Normoxie eine deutliche, zusätzliche Proteinbande, wenn die Zellen unter 
Hypoxie standen. Der ausbleibende, proteosomale Abbau von HIF-1α fördert deren 
Akkumulation, was sich in der zusätzlichen zweiten Bande im Western Blot zeigte. Die 
Zelllinien 769-P und 786-O zeigten jedoch keinerlei Reaktion. Dies spricht für eine 
veränderte Interaktion in Bezug auf VHL und HIF in diesen beiden Zelllinien. Bestätigt 
werden diese Ergebnisse durch die Untersuchungen von Shinojima et al., welche in den 
Caki-1 und Caki-2 Zellen keine Mutationen des VHL-Genes ermitteln konnten, jedoch bei 
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den 786-O und 769-P Zellen. Die Letztere weist zusätzlich zu der Punktmutation eine 
Hypermethylierung der Promotorregion auf [111].  
Bei HIF gibt es drei alpha-Einheiten, welche situationsbedingt in der Zelle auftreten und 
dementsprechend verschiedene Transkriptionen bewirken [112] [113] [114] [115]. Bei 
Analysen zum Unterschied zwischen HIF-1α und HIF-2α konnte festgestellt werden, dass 
die Zelllinien mit VHL-Wildtypen (Caki-1 und Caki-2) beide Faktoren hoch regulieren 
können, während jene Zelllinien mit Mutation nur HIF-2α beanspruchen 
[111] [116] [117] [118]. In den überprüften Zelllinien zeigte sich eine gesteigerte mRNA-
Menge von VEGF (Abbildung 18). Während die HEK-293 und Caki-1 Zellen sehr deutliche 
und signifikante Erhöhungen unter Hypoxie im Vergleich zur Normoxie aufzeigten, war 
diese bei den anderen Zelllinien nicht sehr hoch, aber immer noch signifikant.  
Die Charakterisierung der vier Zelllinien des klarzelligen Nierenzellkarzinoms bestätigte die 
Unterschiede, welche sich aus der Kombination von VHL und NNMT ergeben und alle 
Möglichkeiten umfassen (vgl. Tabelle 29).  
Anpassung der Methioninkonzentration im Zellkulturmedium 
Unterschiedlichste Studien an Krebszellen und in vivo (Mausmodell) zeigten, dass der 
Entzug von Methionin als essentielle Aminosäure zur Apoptose oder zum 
Proliferationsarrest der Zellen führt [119] [120] [121] [122]. Zudem ließ sich dies nicht durch 
eine Supplementation von Homocystein kompensieren [119]. 
Damit stellt Methionin eine Art „Sensor“-Molekül in der Tumorgenese dar und NNMT ist 
indirekt über die Nutzung von SAM an deren Regulation beteiligt. Der in Zellkulturmedien 
sehr oft genutzte Überschuss an Methionin ist daher förderlich für die Proliferation von 
Tumorzellen, überschreitet jedoch die vergleichbare humane Serumkonzentration um das 
Fünffache [123]. Daher wurde die Konzentration von Methionin im Versuchsmedium bei 
den Zelllinien HEK-293, Caki-2, 786-O und 769-P der humanen Serumkonzentration 
angepasst, um vergleichbare Bedingungen zu schaffen.  
Die essentielle Aminosäure Methionin ist an vielen Prozessen im Körper beteiligt, welche 
Zellproliferation [124] [125] [126], Protein- und RNA-Synthese [127] [128] [129], sowie 
Transaminierung [130] [131] [132] umfassen. Des Weiteren wird Methionin für die Synthese 
von SAM benötigt, was wiederum der Synthese von Polyaminen und der Methylierung von 
DNA, RNA, Histonen und Proteinen dient [133] [134] [135] [136] [137]. Methionin wird in 
jeder Zelle des menschlichen Körpers benötigt und kann über den De-Novo-Pathway aus 
Homocystein oder über den Salvage-Pathway aus SAM (überwiegend in der Leber) 
wiedergewonnen werden. Bei Krebszellen sind einige der benötigten Enzyme inaktiv, 
wodurch diese auf die permanente Zufuhr von Methionin angewiesen sind, um wichtige 
Prozesse wie das Zellwachstum aufrechterhalten zu können [138] [139]. Zu diesen 
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wichtigen Prozessen gehört die Hypermethylierung von CpG-Stellen im Promotorbereich 
von Tumorsupperessorgenen durch die DNMT3 [140] [141] [142], sowie die Produktion von 
Polyaminen. Die Polyamine wurden bei den unterschiedlichsten Tumoren in erhöhten 
Konzentrationen vorgefunden und so mit einer reduzierten Apoptose, einer gesteigerten 
Proliferation und Tumorgenese in Verbindung gebracht [143] [144] [145] [146] [147] [148]. 
Reverse Versuchsanordnungen mit reduzierten Polyaminkonzentrationen konnten eine 
Reduzierung des Krebsrisikos nachweisen [149] [150] [151]. 
Die Analysen der Viabilität und Proliferation (Abbildung 19) der Zellen durch Senkung der 
Methioninkonzentration zeigten zellspezifische Unterschiede, welche für den betrachteten 
Zeitraum oft nur gering waren. Während die Viabilität der Caki-2 und 786-O Zellen konstant 
blieb und die der 769-P Zellen leicht anstieg, zeigten die embryonalen HEK-293 Zellen eine 
20 %ige Minderung. Die HEK-293 und 786-O Zellen zeigten bei der Proliferation eine 
Erhöhung.  
Expression von NNMT, NAMPT, SIRT1, MAT2B und AOX1 
Inwiefern die Methioninkonzentration Einfluss auf die Expression von NNMT, NAMPT, 
SIRT1, MAT2B und AOX1 hatte, wurde untersucht. Über den beobachteten Zeitraum 
zeigten sich auf Proteinebene keine signifikanten Anpassungen der Expression 
(Abbildung 20Abbildung 14).  
Auf mRNA-Ebene waren jedoch Veränderungen durch die Methioninmodulation 
nachweisbar. Bei den Enzymen NAMPT und SIRT1 traf dies auf die Zelllinien Caki-2 und 
769-P zu (Abbildung 21B und C). Damit waren die beiden Zelllinien mit geringer NNMT-
Expression betroffen, welche die mRNA-Menge der beiden Enzyme runterregulierten, die 
den NAD-Stoffwechsel beeinflussen. Ein Zusammenhang zwischen SIRT1 und der 
Methioninkonzentration konnten Tang et al. nachweisen, denn in embryonalen 
Stammzellen wurde deutlich gezeigt, dass der Knockdown von SIRT1 die Zellen sensibler 
auf verringerte Methioninkonzentrationen reagieren lässt, was zur Apoptose führen 
kann [152]. Ebenso gezeigt von Tolstikow et al. in Krebszelllinien von Ovarium und Darm 
bezüglich NAMPT. Die Inhibierung von NAMPT resultierte in gesteigerten Methionin- und 
SAM-Konzentrationen [153]. Dies spricht dafür, dass NADH unter Methioninlimitation 
anderweitig gebraucht wird, wie z.B. für die Vitamin B12 Synthese, welches wiederum für 
die Reaktion der MAT in der Methioninsynthese benötigt wird [154]. Damit könnte vorerst 
sichergestellt werden, dass ausreichend Methionin im Zellkreislauf vorhanden ist, um z.B. 
genug SAM für Methyltransferasen bereitstellen zu können [155]. Eine Studie zeigte, dass 
in dieser Situation die Erhaltung der NNMT-Aktivität, durch die Nutzung des vorhandenen 
SAMs, denen der DNMTs vorgezogen wird [55]. Dies könnte auch bei den Zelllinien  
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Caki-2 und 769-P zutreffen, denn bei Beiden traten keine Veränderungen der NNMT-
Expression auf mRNA- und Proteinebene auf.  
Anders sieht es bei der mRNA-Menge des Proteins AOX1 aus (Abbildung 21D). Alle vier 
Zelllinien zeigten Veränderungen, welche sich in zwei Gruppen einteilen lassen. Eine 
Gruppe umfasst die 786-O Zellen, welche bei Reduzierung von Methionin auch die mRNA-
Menge der AOX1 reduzierten. Die andere Gruppe besteht aus HEK-293, Caki-2 und  
769-P Zellen, welche gegensätzlich reagierten. AOX1 wurde in den NNMT niedrig 
exprimierenden Zelllinien erhöht und in der NNMT hoch exprimierenden 786-O Zelllinie 
reduziert. Betrachtet man dies im Zusammenhang mit den Veränderungen von NNMT in 
der mRNA-Analyse, zeigt sich, dass auch NNMT in 786-O Zellen signifikant gehemmt wird. 
Anders verhält es sich bei den HEK-293 Zellen, welche neben einer der erhöhten AOX1-
Expression auch eine gesteigerte NNMt-Expression aufweisen, durch die geminderte 
Methioninkonzentration.  
Da eindeutige Relationen auf der Proteinebene nicht nachgewiesen wurden, müssten 
Analysen zur Bestimmung der Aktivität der Enzyme folgen, um die bisherigen Ergebnisse 
zu verifizieren.  
Modifikation der NNMT Expression reguliert nur teilweise die Expression der 
Proteine NAMPT, SIRT1, MAT2A und AOX1 
Neben dem RCC weisen viele weitere Tumore eine erhöhte NNMT-Expression auf [36], so 
wie Tumore der Schilddrüse [156], des Darms [44], der Lunge [157], der Blase [158] und 
nicht zuletzt des Magens [159]. Viele Studien zeigen, dass NNMT mit reduzierender 
Apoptose und steigender Progression der Zellen in Verbindung gebracht wird [160] [161]. 
Weiterhin ist dieses Enzym in weißem Fettgewebe [162], in Zellen von Parkinsonpatienten 
[163] und in frühen, embryonalen Stammzellen [164] in höheren Konzentrationen 
vorzufinden. 
Da die Expression der NNMT in den verwendeten Zellen unterschiedlich ist, wurden zur 
Modulation Transfektionsstudien durchgeführt. Dabei wurde das Protein erfolgreich 
transient überexprimiert oder herunterreguliert (Abbildung 33 und Abbildung 47). Neben 
den transient transfizierten Zelllinien wurde eine weitere stabil transfizierte Zelllinie 
(C2NNMTs) generiert, welche NNMT induzierbar überexprimiert (Abbildung 24A).  
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Vermutet wurde, dass die Überexpression des Enzyms NNMT 
a. durch den Entzug von NAM die Aktivität der Sirtuine, insbesondere SIRT1, 
und NAMPT erhöht, 
b. und durch den erhöhten Bedarf an SAM die regulatorische UE MAT2B 
aktiviert wird, 
c. und die Expression von AOX1 erhöht wird, da mehr MNAM anfällt. 
Auf der mRNA-Ebene ergaben sich für die betrachteten Gene unterschiedliche Einflüsse. 
NAMPT 
Für NAMPT wiesen die HEK-293 und 786-O Zellen bei 20 µM Methionin und die Caki-1 und 
786-O Zellen bei 100 µM Methionin Expressionsunterschiede auf (Abbildung 29 und 
Abbildung 43). In allen Fällen wurde die Expression erhöht, unabhängig von der 
durchgeführten NNMT Regulierung. Dies wird in der Veröffentlichung von Hong et al. bei 
der Untersuchung des Lebertumors ebenso diskutiert [165]. Wang et al. und Zhou et al. 
konnten zeigen, dass NAMPT im Prostata- bzw. Brustkrebs überexprimiert wird [166] [167] 
um das Tumorwachstum zu fördern. Die eigens durchgeführten Untersuchungen an 
humanen ccRCC Proben zeigten eine deutliche Expressionserhöhung von NAMPT in 
Abhängigkeit vom Tumorstadium (Abbildung 8). Aufgrund der Ergebnisse der 
Nierenzelllinien ist fraglich, ob NNMT für die Erhöhung von NAMPT verantwortlich ist. 
SIRT1 
Auch beim Enzym SIRT1 kam es bei einer auftretenden, veränderten mRNA-Expression 
stets zu einer Erhöhung, welche unabhängig von der vorherigen NNMT-Modulation in den 
Zelllinien war (Abbildung 30 und Abbildung 44). Dennoch konnte bereits ein 
Zusammenhang zwischen NNMT und SIRT1 bei Tumoren der Leber und der Prostata 
gezeigt werden [52] [161]. In beiden Fällen bewirkte eine Erhöhung der NNMT-Expression 
eine Steigerung der Proteinexpression von SIRT1. Jedoch erfolgte die Regulation der 
mRNA-Expression unterschiedlich. Während bei Lebertumoren die mRNA von SIRT 
reduziert wurde, erhöhte sich die Proteinexpression. In Tumoren der Prostata stiegen 
sowohl die mRNA-, als auch die Proteinexpression durch NNMT Erhöhung an. In Bezug 
auf die SIRT1-Expression folgen beide dem Verhalten der meisten Tumorarten, denn 
weitere, vorangegangene Untersuchungen zeigten eine Erhöhung der SIRT1-Expression 
bei weiteren Krebsarten, wie denen des Darms und der Brust [168] [169]. Die eigenen 
Daten können keinen signifikanten Zusammenhang zwischen NNMT und SIRT1 
Expression herstellen und widersprechen teilweise den Ergebnissen aus der humanen 
Studie. Die Gewebeproben wiesen eine signifikante Reprimierung der SIRT-1 mRNA-
Menge, sowie die gleiche Tendenz auf Proteinebene auf (Abbildung 9 und Abbildung 12). 
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Dies fanden Jeh et al. in vergleichenden Analysen ebenfalls. Hier wurden im Tumorgewebe 
des ccRCC vorwiegend verringerte Proteinmengen an SIRT1, SIRT3 und SIRT6 im 
Vergleich zum gesunden Gewebe nachgewiesen. Die übrigen Sirtuine waren 
unbeeinflusst [169]. Entgegen den Erwartungen zeigen die Ergebnisse eine NNMT-
unabhängig Regulierung der mRNA-Expression von SIRT1.  
MAT2B 
In der Literatur konnte der Beweis für einen direkten und regulierbaren Zusammenhang 
zwischen MAT2B und NNMT noch nicht erbracht werden. Es wurde lediglich gezeigt, dass 
SAM bevorzugt von NNMT genutzt wird und andere Methyltransferasen in ihrer Aktivität 
eingeschränkt werden. Es kommt zur verringerten DNA-Methylierung, dafür zur 
Histonhypermethylierung [55]. MAT2B, die regulatorische UE der MATII, ist in einigen 
Karzinomen überexprimiert, wie in denen der Prostata [170], der Haut [171] oder dem 
Lungenadenokarzinom [172]. Aussagen zum RCC wurden in Bezug auf MAT2B noch nicht 
getroffen, jedoch wurde nachgewiesen, dass die katalytische Untereinheit MAT2A in dieser 
Krebsform hochreguliert wird [173].  
Die Analysen von humanen Tumorproben im Rahmen der vorliegenden Arbeit zeigten auf 
Proteinebene keine Regulierung von MAT2B, auf mRNA-Ebene hingegen wurde die 
MAT2B-Menge mit steigendem Tumorstadium reduziert (Abbildung 10). Würde ein 
regulierender Zusammenhang zwischen NNMT und MAT2B bestehen, müsste nach Vorbild 
der Analyse der humanen Patientenproben, MAT2B auf mRNA-Ebene reduziert werden. 
Dies konnte in den Zelllinien (HEK-293, Caki-2, 769-P und C2NNMTs) mit erhöhter NNMT-
Expression nicht nachgewiesen werden. Jedoch zeigten die Zelllinien Caki-1 und 786-O 
eine Reaktion. Bei beiden stieg die mRNA-Expression von MAT2B bei gleichzeitigem 
NNMT-Knockdown. Damit spiegeln diese Zelllinien die reverse Korrelation der 
Gewebeproben wieder. Die Analysen von Tomasi et al. zeigten, dass SAM die Expression 
von MAT2A im kolorektalen Karzinom reduziert [170] und auch die MAT2B-Expression 
sinkt, da MAT2A und MAT2B sich gegenseitig stabilisieren [174]. Dies könnte dafür 
sprechen, dass durch die erhöhte NNMT-Expression ausreichend MNAM entsteht, welches 
alternativ als Methyldonor von den renalen Tumorzellen genutzt werden kann, so wie es 
Ulanovskaya et al. beschrieben haben [55]. 
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AOX-1 
Die Aldehydoxidase 1 (AOX1) oxidiert Pyridine und kann auch MNAM verstoffwechseln, 
dessen oxidierten Produkte im Urin nachgewiesen werden können [175]. Sowohl die 
mRNA- als auch die Proteinexpressionsanalyse der Patientenproben mit ccRCC zeigten 
eine signifikante Abnahme des Enzyms (Abbildung 11). Ein regulierender Einfluss von 
NNMT ist in der Literatur bisher nicht bekannt und zeigte sich in der vorliegenden Arbeit nur 
bei den Zelllinien Caki-1 und 786-O. Beide erhöhen die AOX-1 mRNA-Expression bei 
reduzierter NNMT Expression. Dies konnte bei den Caki-1 Zellen auf Proteinebene bestätigt 
werden.  
Die direkte Funktion von MNAM ist unbekannt, aber Schmeisser et al. erarbeiteten erste 
Hinweise, dass MNAM die Lebensdauer von C.elegans verlängert. Jedoch spielt die 
Konzentration von MNAM eine entscheidende Rolle. Während 1 µM MNAM förderlich sind, 
bewirkte eine deutlich höhere Konzentration von 1 mM MNAM das Gegenteil [176]. 
Hong et al. wiesen nach, dass MNAM das SIRT1-Protein stabilisiert und so den Glucose-, 
Lipid- und Cholesterolmetabolismus in der Leber steigert [52]. Tanaka et al. zeigten, dass 
MNAM in renalen Tubuluszellen eine wichtige Funktion übernimmt, indem es der 
Lipotoxizität entgegenwirkt und so die Nierenschädigung und den Zelltod mindert [177].  
Bei der Oxidation von MNAM durch die AOX1 entstehen reaktive Sauerstoffspezies (ROS), 
welche die Zelle beeinflussen. So konnte nachgewiesen werden, dass geringe Dosen von 
Hydrogenperoxiden und Superoxiden die Zellproliferation von verschiedenen Krebszellen 
stimulieren [178] [179] und zu hohe ROS-Level den Tumor unterdrücken [180]. Da die 
meisten Tumore eine gestörte Mitochondrienfunktion aufweisen und so ebenfalls ROS 
entsteht, könnte die Reduktion der AOX1-Aktivität eine erhöhte Lebensdauer der 
Tumorzellen unterstützen. Ein weiterer interessanter Aspekt ist, dass AOX1 mit dem 
Transporter ABCA1 (engl. ATP-binding cassette transporter A1) coexprimiert wird [181] und 
dieser besitzt die Fähigkeit, Cholesterin durch eine zelluläre Membran zu transportieren. 
Dieses Membranprotein ist für den Cholesterin-Efflux zuständig, indem Cholesterin aus 
dem Zytosol an die Zelloberfläche transportiert wird [182]. Eine Reduzierung von AOX1 
führt ebenfalls zur Reduzierung des ABCA1 Transporters und damit zum geminderten Lipid-
Efflux [181]. Eine Akkumulation von Fetten in der Zelle resultiert aus dieser geänderten 
Expression und ist das phänotypische Merkmal des ccRCC [183].  
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Abbildung 84: Einfluss der erhöhten NNMT-Expression im ccRCC auf die mRNA-Mengen der 
Proteine NAMPT, SIRT1, MAT2B und AOX1. 
Interaktionen zwischen NNMT und den Enzymen NAMPT, SIRT1, MAT2B und AOX1 
konnten nur eingeschränkt, sowie zellspezifisch nachgewiesen werden und entsprechen 
nicht immer den Ergebnissen der Analysen der humanen Patientenproben. Die Modulation 
der NNMT-Expression reguliert nicht die Expression der Proteine SIRT1 und NAMPT, 
jedoch wird die Expression von MAT2B und AOX1 entgegen der Vermutungen gemindert.  
NNMT unterstützt die Steigerung der Viabilität und Proliferation im ccRCC 
nicht 
Die Funktion der Überexpression von NNMT in verschiedenen Krebsarten wird oftmals mit 
einer Proliferations- und Viabilitätssteigerung in Verbindung gebracht. So zeigten 
Chen et al., dass in Darmkrebsgewebe eine Steigerung der NNMT-Expression vorliegt und 
die Reduktion dieser in Darmkrebszelllinien eine Minimierung der Zellviabilität, -migration 
und -invasion bewirkt [184]. Bestätigt werden konnte diese Reaktion bei einer Zelllinie des 
oralen Plattenepithelkarzinoms, in der der Anstieg der NNMT-Expression ein Zellwachstum 
bewirkte [185]. Ähnliches demonstrierten Yu et al. in einer Pankreaskrebszelllinie. Während 
die Proliferation mit NNMT-Zunahme gering, aber signifikant anstieg, bewirkte der 
Knockdown von NNMT eine drastische Proliferationsreduzierung [186], genau wie im 
Lungenkarzinom [187] und in oralen Karzinomzellen [188]. Einen vergleichbaren 
Zusammenhang zeigte eine humane, karzinogene Epithelzelllinie, welche die Viabilität in 
Abhängigkeit vom NNMT Knockdown reduzierte [188]. 
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Die eigenen Untersuchungen im Rahmen dieser Arbeit zeigten hingegen, dass sowohl die 
Viabilität, als auch die Proliferation unter erhöhter NNMT-Expression in der HEK-293 sinkt 
und die anderen Zelllinien mit modifizierter NNMT-Überexpression ebenfalls ihre 
Stoffwechselaktivität minimieren. Anders reagierten die 786-O Zellen, welche bei NNMT-
Knockdown ihre Viabilität steigerten.  
Im Vergleich zu anderen Karzinomen, zeigen die vorliegenden Ergebnisse in den ccRCC 
Zelllinien, in Bezug auf die Viabilitätsaktivität von NNMT, einen gegensätzlichen Einfluss.  
Wie schnell sowohl gutartige als auch bösartige Tumore wachsen ist recht unterschiedlich. 
Es existieren Statistiken, die aufzeigen, welche Zeit ein Tumor benötigt, um sein Volumen 
zu verdoppeln (volume doubling time, VDT) [189]. Vergleichende Studien zeigen, dass die 
Zeitspanne von wenigen Wochen bis zu mehreren Monaten dauern kann [190]. Das 
klarzellige Nierenzellkarzinom gilt generell als langsam wachsender Tumor, welcher bei 
kleiner Größe eine niedrigere VDT aufweist, als größere Tumore [191] [192].  
Da NNMT in den verwendeten Zelllinien nicht für eine Proliferationsförderung verantwortlich 
ist, jedoch mit steigendem Tumorstadium zunimmt, sind andere Funktionen des Enzyms im 
Tumormetabolismus wahrscheinlich. Eine dieser Funktionen konnten Tang et al. zeigen, 
wo eine Erhöhung von NNMT über den Signalweg PI3K/ AKT und SP1 (engl. Specificity 
protein 1) mit gefolgter Expressionserhöhung von MMP2 (Matrixmetalloproteinase-2)eine 
steigende Invasion von ccRCC-Zellen bewirkte [45]. 
Lokalisation von NNMT in der Zelle und der Einfluss auf die Sirtuine 
Während NNMT in der Leber als zytosolisches Enzym klassifiziert wird, zeigen die eigenen 
Fluoreszenzfärbungen von HEK-293, Caki-2, 769-P, C2NNMTs, 786-O und Caki-1 Zellen 
eine Lokalisation von NNMT sowohl im Zytosol als auch im Zellkern (Abbildung 39 - 41 und 
Abbildung 53 - 52), was durch eine Fraktionierungsanalyse der C2NNMTs Zellen 
(Abbildung 27) untermauert wurde.  
Bezieht man die Lokalisation von NNMT in die Betrachtung einer Interaktion mit den 
Sirtuinen ein, so ist ein größerer Einfluss von NNMT auf die Sirtuine im ccRCC 
wahrscheinlich, denn die Sirtuine befinden sich sowohl im Zytosol als auch im Zellkern und 
im Mitochondrium [66]. Für die NAD-abhängigen Sirtuine stehen subzellulare Reserven von 
NAD+ in den jeweiligen Kompartimenten Zellkern und Mitochondrium, sowie dem Zytosol 
zu Verfügung [193]. Auch der Methyldonor SAM, welcher seinerseits von NNMT benötigt 
wird, kann in den Zellkern importiert werden. Das gilt, obwohl der eigentliche 
Methioninzyklus mit den benötigten Enzymen, wie MAT, im Zytosol stattfindet [194]. Damit 
kann eine Interaktion zwischen NNMT und SIRT1, SIRT2 oder SIRT6 über NAM 
gewährleistet werden. Da NNMT nicht in dem Mitochondrium lokalisiert ist, kann keine 
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direkte Korrelation mit den Sirtuinen SIRT3, SIRT4 und SIRT5 in diesem Kompartiment 
bestätigt werden.  
Jedoch ist in Bezug auf die Mitochondrien unklar, wie aus NAM wieder NMN gewonnen 
wird, da auch NAMPT (NAD+ Salvage Pathway) in diesem Kompartiment nicht vorhanden 
ist [195] und eine erhöhte Konzentration von NAM zur Mitophagie führt [196]. Daher wäre 
die Interaktion mit NNMT eine erfolgreiche Strategie der Krebszellen, um die Mitochondrien 
zu erhalten. Jedoch erfolgt bei den meisten Krebszellen die Energiegewinnung größtenteils 
über die Glykolyse und nicht über die Mitochondrienfunktion, wie Citratzyklus und 
Atmungskette [197]. Der sogenannte Warburg-Effekt wurde von Nilsson et al. bei Proben 
des ccRCC nachgewiesen, welcher durch eine gesteigerte Glykolyseaktivität, reduzierte 
Atmung und sehr geringe Mitochondrienanzahl charakterisiert wird [198].  
Quantitative RT-PCR von Sirtuinen unter NNMT-Modulation 
Ob ein Zusammenhang zwischen NNMT und dem jeweiligen Sirtuin besteht, wurde mittels 
qRT-PCR ermittelt, indem die Zellen in ihrer NNMT-Expression modifiziert und unter beiden 
Methioninkonzentrationen betrachtet wurden. Daraus resultierten zellspezifisch und 
kompartimentspezifisch sehr unterschiedliche Ergebnisse, welche in den Abbildung 59 - 63 
und den Tabellen S20 - S27 zusammengefasst wurden.  
Generell wurde angenommen, dass die Expression der Sirtuine durch die Überexpression 
von NNMT im ccRCC steigt, da das Produkt NAM, als Inhibitor der Reaktion, dem 
Gleichgewicht entzogen wird. Dies konnte nur bei den Caki-1 und 769-P Zellen beobachtet 
werden (Abbildung 62 und Abbildung 61), wobei dies bei den 769-P Zellen 
methioninabhängig ist. Im durchgeführten SIRT1-Aktivitäts-Assay bestätigte sich, dass 
NAM als effektiver Inhibitor wirkte und MNAM keinen einschränkenden Effekt auf die 
Aktivität von SIRT1 hatte (Abbildung 70). Bei genauer Betrachtung wurde sogar deutlich, 
dass MNAM die Aktivität von SIRT1 signifikant erhöht, was mit den Daten von Hong et al. 
übereinstimmt. Dieser beschrieb die Proteinstabilisierung von SIRT1 durch MNAM in der 
Leber, was eine erhöhte Aktivität zur Folge hatte. Jedoch wird ausreichend NAD+ benötigt, 
damit die Aktivität des Enzyms aufrechterhalten werden kann [52]. Daher muss der Nachteil 
des NAM-Entzugs mit betrachtet werden. Wird NAM, als Inhibitor für Sirtuine, durch das 
Enzym NNMT methyliert, steht es nicht als Edukt für die NAMPT zur Verfügung, was 
wiederum einen gestörten NAD+ Salvage Pathway zur Folge hat. Die reduzierte NAD+-
Konzentration kann nun unterschiedliche Enzyme beeinträchtigen, die auf diesen Cofaktor 
angewiesen sind. Dazugehören neben den Sirtuinen auch die Adenosindiphosphat-
ribosyltransferasen und -cyclasen [199] [200].  
 
172  Diskussion 
Wird nun die Expression der NAMPT in die Interpretation der Expressionsergebnisse der 
Sirtuine einbezogen, zeigt sich folgendes Muster. Nur unter der Bedingung der NAMPT 
mRNA-Expressionserhöhung kommt es zur veränderten Regulation der Sirtuine. Dies wird 
bei den HEK-293 und 769-P Zellen deutlich, welche bei 20 µM Methionin die Expressionen 
der Sirtuine veränderten (Abbildung 59 und Abbildung 61) und gleichzeitig eine NAMPT-
Erhöhung unter NNMT-Steigerung vorlag (Abbildung 29). Dies zeigt deutlich, dass die 
Sirtuine nur durch NNMT beeinflusst werden, wenn NAMPT ebenfalls reguliert wurde.  
Insgesamt stellt die Regulierung der Sirtuine einen komplexen Zusammenhang dar, 
welcher nicht nur durch Moleküle, wie NAM, MNAM und NAD+ beeinflusst wird, sondern 
auch durch posttranslationale Modifikationen (PTM). Die SIRT1 Stabilität wird durch 
Phosphorylierung [201] [202] [203], Sumoylierung [204] [205] [206] und Ubiquitinylierung 
[207] reguliert, ebenso wie durch direkte Bindung von Proteinen wie DBC1 (engl. Deleted 
in bladder cancer protein 1) [208] und AROS (engl. Active regulator of SIRT1) [209]. 
Ursächlich dafür könnte die große Vielfalt der Deacetylierungstargets der Sirtuine sein, 
welches in einem individuellen Acetylierungsmuster in jeder Zelllinie resultiert, abhängig 
vom aktuellen Zellmetabolismus.  
Proteomacetylierung 
Bei der Betrachtung des gesamten Acetylierungsprofils der Zellen wird deutlich, dass 
dieses eine NNMT-Abhängigkeit aufweist, unabhängig von der individuellen Sirtuin-
Regulierung (Abbildung 59 - 63 und Abbildung 64 - 68).  
Die 769-P Zellen mit Erhöhung der NNMT-Expression zeigten eine verminderte 
Gesamtacetylierung, was auf eine gesteigerte Deacetylierung durch Sirtuine schließen 
lässt (Abbildung 66). In den 786-O Zellen war ein gegensätzliches Acetylierungsmuster zu 
beobachten (Abbildung 68). Tendenziell zeigten die Caki-1 Zellen ein ähnliches, jedoch 
nicht signifikantes Verhalten. In den Caki-2 Zellen konnten diese Beobachtungen nicht 
bestätigt werden. Damit zeigten die beiden Zelllinien mit VHL-Mutation (769-P, 786-O) 
einen eindeutigen Einfluss der NNMT-Modifikation auf die Acetylierung des Proteoms. Auf 
die gleiche Weise bestätigten auch Lui et al. die NNMT-abhängige SIRT3 Regulation, bei 
der die Überexpression von SIRT3 zur reduzierten Acetylierung des Proteoms führte [210]. 
Zur Überprüfung ob Targets von Sirtuinen von dieser veränderten Acetylierung betroffen 
waren, wurden ausgewählte Banden von 786-O, Caki-1 und 769-P Zellen mittels 
Massenspektrometrie analysiert.  
Regulierung von Hitzeschockproteinen durch Sirtuine 
Eine Gruppe von Proteinen, die von Sirtuinen reguliert wird, sind die Hitzeschockproteine 
(HSP), welche in verschiedenen Krebsformen überexprimiert sind [211] [212] [213]. In der 
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vorliegenden Analyse, unter NNMT-Reduzierung und erhöhter Acetylierung, zeigten sich 
ebenfalls höhere Expressionen (Tabelle S20 uns S25). Verschiedene Studien wiesen nach, 
dass die Überexpression der HSP mit erhöhter Tumoraggression und geringeren 
Überlebensraten [214] [215] [216], sowie mit einer Chemoresistenz verbunden sein 
kann [217]. So führt die Überexpression von HSP27 im Darmadenokarzinom von Ratten 
zur gesteigerten Tumorgröße [218], der Knockdown von HSP70 zur Inhibierung der 
Zellproliferation [219] und die Inhibierung von HSP90 verändert mehrere Charakteristika 
des Tumors [220].  
HSP können zudem als Tumormarker verwendet werden, wobei RCC eine Ausnahme 
darstellt, denn dort konnte keine Korrelation zwischen HSP70 und Tumorstadium gefunden 
werden [221]. Die Regulierung von HSP70 konnten Zheng et al. an primären, murinen 
Hepatozyten nachweisen. Die Expression des HSP wird erhöht, wenn HSF1 
(Hitzeschockfaktor 1) durch SIRT1 deacetyliert wird [222]. Gleiches war bei A53T Mäusen 
(Mausmodell zur Untersuchung der Parkinson-Krankheit) zu beobachten, wenn  
α-Synuclein exprimiert wird, was in einer zunehmenden Lebensdauer resultierte [223]. 
Andererseits trägt HSP90 auch zur Funktionalität von SIRT1 bei, da es als Stabilisator von 
SIRT1 fungiert [224].  
Regulierung des Energiestoffwechsels durch Sirtuine 
Die hier vorliegenden massenspektrometrischen Analysen zeigten veränderte 
Expressionen verschiedener Proteine, welche der Glykolyse (K6PP, ALDOA, K6PF), dem 
Citratzyklus (IDHC), dem Pentosephosphatweg (6PGD, GFPT1), der Glutathionsynthese 
(GSHB) und der Laktatbildung (LDH) zuzuordnen sind. Mit Ausnahme der 6PGD, sind alle 
Proteine bei erhöhter NNMT-Expression vermehrt vorhanden.  
Die gesteigerte Glykolyse in Tumorzellen fördert die Produktion von NADH, wodurch NAD+ 
reduziert und SIRT1 gehemmt wird. Durch das Ausbleiben der Deacetylierung wird HIF 
aktiviert, ohne dessen Proteinlevel zu ändern, wobei die Glycolyse wiederum gefördert wird 
[225].  
Auch unter Hypoxie fungiert SIRT1 als Stabilisator von HIF-1α und unterstützt so die 
hypoxische Reaktion in hepatozellulären Karzinomzellen [226], wobei HIF-1 selbst die 
Expressionserhöhung von SIRT1 fördert [227]. SIRT2 deacetyliert und aktiviert Cadherin-1 
(CDH1), welches die Glykolyse limitiert [228] [229]. Daher wäre eine Reduzierung der 
SIRT2-Expression im RCC ebenso förderlich, wie eine Reduzierung der SIRT3-Expression, 
welche in den TCA-, OXPHOS- und FS-Metabolismus eingreifen kann [230]. Der Rückgang 
der SIRT3-Aktivität verursacht Tumorbildungen und eine metabolische Reprogrammierung, 
welche zur erhöhten Glukoseaufnahme und verringerten ATP-Generierung führt 
[231] [232]. Die aktive Form von SIRT3 unterdrückt HIF-1α und das Tumorwachstum durch 
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die Inhibierung der mitochondrialen ROS-Produktion [233] [234]. Die resultierende 
Acetylierung von TCA-Enzymen wie SDH, GDH und IDH2 aktiviert diese [234].  
Generell kann gezeigt werden, dass NNMT die Expression und die Funktion von Sirtuinen 
beeinflusst. Die Wirkung ist aufgrund des individuellen Umfelds jeder Zelllinien spezifisch. 
Dabei geht die mRNA-Expression der Sirtuine nicht immer mit der Regulierung der Targets 
einher, jedoch ist diese insgesamt der Tumorgenese förderlich.  
2D-Gelelektrophorese von transient transfizierten Caki-2 Zellen 
Die vergleichende Analyse mittels 2D-Gelelektrophorese von NNMT- und Methionin-
modifizierten Caki-2 Zellen erbrachte eine Vielzahl von differentiell exprimierten Spots, die 
massenspektrometrisch identifiziert wurden. 
Zu diesen Proteinen gehören die Glucose-6-phosphat-Dehydrogenase (G6PD) und die 
Citratsynthase (CISY), welche dem Pentosephosphatweg und dem Citratzyklus zugeordnet 
werden. Beide Proteine werden mit der vorangehenden NNMT-Erhöhung in ihrer 
Expression reduziert. Einerseits wird der Nebenweg der Glykolyse unterdrückt und damit 
die Glykolyse gefördert, andererseits die Funktion des Citratzyklus eingeschränkt. Das 
anfallende Acetyl-CoA der Pyruvat-Dehydrogenase (PDH) kann nicht metabolisiert werden, 
wodurch es wiederum zur Produkthemmung des Enzyms kommt. Durch die Regulierung 
der beiden Proteine kann es zu einer erhöhten Produktion von Pyruvat kommen, welches 
in Tumorzellen bevorzugt zu Laktat umgewandelt wird (wie von Otto Warburg beschrieben 
[235] [236]). Laktat kann von der Tumorzelle vielfältig genutzt werden. So steigert es die 
Expression von VEGF und fördert die Angiogenese [237] [238], erhöht die Mobilität und 
Migration der Krebszellen [239] [240], beeinflusst die T-Zellen und Monocyten 
[239] [241] [242], Metastatisierung [243] [244] und Selbstversorgung der Zelle, durch 
Aufrechterhaltung des Redoxpaares NADH/ NAD+ [245]. Damit fördert die Lactagenese die 
Tumorgenese.  
Wodurch NNMT Einfluss auf diese Enzyme nimmt, kann bei diesen Untersuchungen nur 
spekuliert werden. Mögliche Kandidaten wären die Sirtuine, welche zellspezifisch durch 
NNMT beeinflusst werden (Abbildung 59 - 63). Die Studie von Cui et al. beweist, dass die 
aktivierte SIRT3 die Citratsynthase deacetyliert und dadurch dessen Expression 
erhöht [246]. Wohingegen die G6PD durch SIRT2 reguliert wird, indem ebenfalls dessen 
Aktivität durch Deacetylierung gesteigert wird [247]. Im Fall des ccRCC müssten die beiden 
Sirtuine hingegen inaktiviert sein, damit die Acetylierung der Proteine G6PD und CS 
reprimiert wird. Dies konnte zumindest für SIRT3 im Gewebe von ccRCC-Patienten 
nachgewiesen werden [248]. Damit unterstützt die NNMT auch indirekt die Lactagenese, 
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weil durch NAMPT synthetisiertes NAD+ nicht für die Funktionalität der Sirtuine benötigt 
wird, sondern der Glykolyse zur Verfügung steht.  
Weitere Enzyme, die durch die NNMT beeinflusst wurden, sind die Aldehyd-
Dehydrogenase (ALDH) und die Alkoholdehydrogenase (AKR1A1). Während die AKR1A1 
für die Reduktion von Aldehyden unter anderem im renalen Cortex zuständig ist, dabei 
NADP+ generiert und durch die NNMT-Überexpression reduziert wurde (Tabelle S1), zeigt 
die ALDH eine erhöhte Expression unter dieser Bedingung. Die ALDH oxidiert Aldehyde, 
unter anderem das zelltoxische Acetaldehyd und nutzt NAD(P)+ als Oxidationsmittel.  
Die vorliegende, zellspezifische Regulierung dieser beiden Proteine ermöglicht theoretisch 
die Akkumulation von NADPH, welches in verschiedenen metabolischen Schritten als 
Reduktionsmittel genutzt wird. So wird es einerseits bei der Reduktion von Glucose und 
NAD+ und andererseits bei der Fettsäuresynthese benötigt. Diese ist für das ccRCC von 
besonderem Interesse, da dadurch der anschließende Aufbau von Triglyceriden, 
Ketonkörpern oder Cholesterin ermöglicht wird. Dass diese Form der Energiegewinnung 
nicht unwahrscheinlich ist, zeigte die Veröffentlichung von Kang et al. Eine erhöhte ALDH-
Expression steigerte das NADH-Niveau, wodurch die ATP-Produktion in NSCLC  
(engl. non-small-cell lung cancer) gesteigert wird [249]. Eine spezifische Aussage zur 
Expression der Isoform AKR1A1 in ccRCC Zellen wurde bisher noch nicht getroffen. Die 
Veröffentlichung von Orywal et al. zeigte lediglich, dass die ADH Klasse I (AKR1A1) in 
Serumpatientenproben des ccRCC überexprimiert vorliegt und die Gesamtaktivität der ADH 
erhöht ist, wobei die Aktivität der ADHI am höchsten ist [250].  
Wie bei den vorab genannten Enzymen, scheint der Einfluss von NNMT auf die regulierten 
Enzyme über die Sirtuine möglich. Zhao et al. konnten in Brustkrebszellen zeigen, dass die 
Regulierung von ALDH über SIRT2 erfolgt. Dabei wird die Aktivierung von SIRT2 über 
NOTCH vermittelt, was zur Deacetylierung und Aktivierung von ALDH führt [251].  
Damit unterstützt die NNMT-Überexpression durch Regulierung der genannten Enzyme 
sowohl möglicherweise die Laktatbildung, als auch die Akkumulation von Lipiden, welches 
den Phänotyp des ccRCC ausmacht. 
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Flüssigverdau von transient transfizierten HEK-293, Caki-2, 769-P, Caki-1 und 
786-O Zellen  
Im Vergleich zur gelbasierten Methode wurde auch ein Direktverdau im Lysat durchgeführt. 
Bei der detaillierten Betrachtung ergaben sich unter anderem Einflüsse der NNMT auf die 
bereits im Einzelnen untersuchten Proteine. NAMPT wurde in den 769-P Zellen bei 100 µM 
Methionin hoch reguliert (Tabelle S9). Dies bestätigte sich jedoch im vergleichendem 
Western Blot nicht (Abbildung 34).  
In den Caki-2 Zellen unter 100 µM Methionin wurde die MAT2B reguliert. Diese wird durch 
die Erhöhung der NNMT-Expression reduziert (Tabelle S5). Dies konnte auf Proteinebene 
nicht bestätigt werden, dennoch zeigen die Caki-1 und 78O-Zellen auf mRNA-Ebene die 
gleiche Regulierung (Abbildung 36).  
Weiterhin interessant ist die Regulierung der SIRT5, welche als differenziell exprimiert in 
den Caki-1, HEK-293 und 786-O Zellen bei 100 µM Methionin identifiziert wurde. Während 
in den HEK-293 Zellen SIRT5 durch die NNMT-Erhöhung ebenfalls hoch reguliert wurde, 
zeigen die anderen beiden Zelllinien eine Runterregulierung des mitochondrialen Sirtuins 
bei NNMT Knockdown. Die Besonderheit der NAD-abhängige Deacetylase SIRT5 liegt in 
ihrer Aktivität, denn die Deacetylaseaktivität ist sehr gering, während die Fähigkeit zur 
Desuccinylierung und Demalonylierung sehr ausgeprägt ist [252] [62]. Dies zeigten 
Rardin et al. in der Veröffentlichung von 2014, welche den Einfluss von SIRT5 in 
Leberzellen auf den Energiestoffwechsel der Zelle nachwiesen, welche vor allem die β-
Oxidation und Ketonkörpersynthese betreffen und diese fördern [253].  
Andererseits hat SIRT5 nachweislich einen Einfluss auf den Pyruvat-Dehydrogenase-
Komplex (PDK) und Succinat-Dehydrogenase (SDH). Dabei werden beide Enzymkomplexe 
durch die Aktivität der SIRT5 negativ reguliert. So zeigten Mitochondrien mit SIRT5-
Knockdown eine erhöhte Respiration [254]. Die beschriebene Regulierung konnte bei den 
786-O Zellen nachgewiesen werden, welche durch SIRT5-Knockdown die Expression von 
PDH erhöhen und so die Bildung von Acetyl-CoA fördern. Dieses kann im Citratzyklus und 
der Atmungskette metabolisiert werden, was durch die Expressionsminimierung von IDH1, 
MDH1 und NADH-Dehydrogenase (NDUFA10, NDUFS7) (Tabelle S7) nicht belegt werden 
kann. In diesem Fall ist die Synthese von energiereichen Verbindungen wie Ketonkörpern, 
Triglyceriden oder Cholesterin wahrscheinlicher, denn die Expression der cytosolischen 
Acetyl-CoA-Acetyltransferase (ACAT2) ist ebenfalls erhöht. Diese ist für die Veresterung 
der Fettsäuren verantwortlich und fördert die Speicherung von Cholesterylestern in 
intrazellulären Lipidtröpfchen [255] [256].  
Bei den beiden anderen betroffenen Zelllinien kann dieser Zusammenhang nicht bestätigt 
werden, da bei den Caki-1 Zellen eine Komponente des PDK runterreguliert ist und bei den 
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HEK-293 Zellen PDK nicht nachgewiesen wurde. Dennoch spricht die erhöhte Regulierung 
der LDHA (Tabelle S2) für eine Reduktion der PDK, weil so Pyruvat für die Laktatbildung 
genutzt wird. Dies ist ein typisches Merkmal von malignen Zellen, welche dem Wartburg-
Effekt unterliegen [235] [236] [257] [258]. Ursächlich für die widersprüchlichen Ergebnisse 
kann der Einfluss der SIRT3 sein, welche gleiche Targets wie SIRT5 aufweist und 
aktivierend auf diese wirkt [259]. Obwohl SIRT3 in den Caki-1 Zellen beim Flüssigverdau 
als nicht-reguliert nachgewiesen werden konnte, zeigt die Expressionserhöhung der 
Superoxid-Dismutase (SOD2) deren möglichen Einfluss, welcher von Lui et al. 
nachgewiesen wurde [260].  
Weiterhin konnte gezeigt werde, dass nicht nur mitochondriale Proteine von der SIRT5-
Aktivität betroffen sind, sondern auch Histone und Ribosomen. Dies erbrachte den 
Nachweis, dass SIRT5 im Mitochondrium, Kern und auch Cytosol aktiv vorliegt und damit 
dessen Einfluss viel weitreichender ist [254]. Nachgewiesen wurde dies in HEK-293 Zellen 
durch die erhöhte Expression von HIST1H4A (Histon H4), in Caki-1 Zellen durch die 
Expressionsreprimierung von verschiedenen Histonen (HIST1H1C, HIST1H1D, 
HIST1H1E, HIST1H1B, H2AFV, H2AFZ, HIST1H4A) und ebenso bei den 786-O Zellen 
(HIST1H2AA, H2AFX, HIST1H4A) (Tabelle S2, S4). Aber auch hier können die Sirtuine 
SIRT1, SIRT2, SIRT3, SIRT6 und SIRT7 regulatorische Einflüsse auf die Histone ausüben 
[261] [262] [263] [264] [265] [266].  
Es zeigten sich weitere interessante Regulierungen durch NNMT, welche das Bild der 
tumorfördernden Wirkung des Enzyms bekräftigten. So zeigte sich eine reverse 
Regulierung des Enzyms TIGAR (engl. TP53-induced glycolysis and apoptosis regulator) 
in 769-P und 786-O Zellen bei 20 µM Methionin, welches den Abbau von Fruktose-2,6-
bisphosphat zu Fruktose-6-phosphat katalysiert. Durch die Reduktion des Levels von 
Fruktose-2,6-bisphosphate wird die Glykolyse negativ beeinflusst und die Respiration 
gefördert. Koordiniert wird die Regulierung durch p53/TP53 [267] [268]. Das Protein p53 ist 
ein vielgenutzter Regulator in der Zelle und ein Target der Sirtuine SIRT1 und SIRT7, wobei 
die Deacetylierung von p53 zu dessen Inaktivierung führt [269] [270]. Des Weiteren liegt in 
den beiden Zelllinien eine Pseudohypoxie vor, welche die Aktivierung und Funktion von 
HIF-1α fördert und dieser wiederum den Transkriptionsfaktor TIGAR fördert [271]. Sowohl  
HIF-1α, als auch SIRT1 oder SIRT7 durch NNMT beeinflusst, fördern in diesem Fall die 
Glykolyse des ccRCC.  
Unterstützt wird diese Beobachtung durch die Regulierung der PFKM (ATP-abhängige  
6-Phosphofructokinase), welche ebenfalls mit steigender NNMT-Expression überexprimiert 
wird (Tabelle S7). Bei der PFKM handelt es sich um das geschwindigkeitsbestimmende 
Enzym der Glykolyse. Diese kann durch unterschiedliche Faktoren beeinflusst werden, wie 
ATP, Citrat, langkettigen Fettsäuren oder vom oben genannten Fruktose-2,6-bisphosphat. 
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Aber auch die CDK6, welche im Zellzyklus wichtig ist [272], kann nachweislich die  
6-Phosphofructokinase durch Phosphorylierung hemmen [273]. Während die Aktivität der 
CDK6 für den Zellzyklus förderlich ist, wird die Glycolyse gebremst. Im Fall der 769-P und 
786-O Zellen wurde die CDK6 mit steigender NNMT-Expression reduziert, was eindeutig 
für ihre Funktion als Glykolyseaktivator im ccRCC spricht. Die Regulierung dieser Reaktion 
wird möglicherweise wieder über ein Sirtuin beeinflusst, in diesem Fall SIRT6. Liu et al. 
haben einen Regulierungsmechanismus in Brustkrebszellen beschrieben. Dabei wirkt AKT 
aktivierend auf den Transkriptionsfaktor FOXO3a, welcher in den Kern transloziert, wo 
gemeinsam mit BRD4 die Transkription von CDK6 ausgelöst wird. SIRT6 inhibiert FOXO3a 
durch Deacetylierung [274]. Daher wäre eine gesteigerte Aktivität von SIRT6 durch NNMT-
Überexpression eine weitere mögliche Einflussnahme auf die Glykolyse.    
Beim Vergleich der verschiedenen Zelllinien zeigten sich gemeinsam regulierte Proteine. 
Ein Großteil davon zeigte keinen einheitlichen Regulierungseinfluss von NNMT. Es wurden 
größtenteils zellspezifische Regulierungen erkennbar, welche aufgrund der individuellen, 
metabolischen und strukturellen Komplexität jeder Zelllinie besteht. Zudem wurden einige 
gemeinsame Proteine identifiziert, welche unter NNMT-Einfluss Tumorgenese, Glykolyse, 
Laktatbildung und Lipidsynthese unterstützen. Die Regulierung dieser Proteine kann 
maßgeblich über die Aktivität der Sirtuine reguliert werden, wobei SIRT5 eine hohe Priorität 
einnimmt.   
NAM ist nicht die Ursache für die Überexpression von NNMT im ccRCC 
Für das bessere Verständnis von ccRCC ist das Wissen über die Ursachen der Entstehung 
des Tumors von großer Bedeutung. Bereits im pT1 Stadium ist das Enzym NNMT 
überexprimiert, so dass es als möglicher Tumormarker in Betracht kommt.  
Eine Vermutung bestand darin, dass die Expression von NNMT aufgrund von erhöhten 
NAM-Konzentrationen entsteht, welche durch eine gesteigerte SIRT1-Aktivität zustande 
kommt. Zum Beweis wurden Konzentrationsstudien durchgeführt, in denen die 
verschiedenen Zelllinien mit unterschiedlichen Konzentrationen von NAM behandelt 
wurden bzw. verschiedene Zeitpunkte der Proteinexpression unter einer definierten 
Konzentration betrachtet wurden. 
Die durchgeführten Analysen mit NAM-behandelten Zelllinien zeigten, dass unabhängig 
von der endogenen NNMT-Expression, die Proteinexpression von NNMT in keiner der 
Zelllinien erhöht wurde. In den NNMT hoch exprimierenden Zelllinien Caki-1 und 786-O 
wurden die Expression reduziert (Abbildung 73).  
Im Gegensatz dazu wurde die Expression von SIRT1 durch die gestiegene NAM-
Konzentration in allen Zelllinien erhöht (Abbildung 75), während die NAMPT-Expression 
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unterschiedlich beeinflusst wurde. Damit zeigt sich deutlich, dass die verwendete NAM-
Konzentration von 10 mM nicht die Expression von NNMT erhöht, sondern eher in den 
NAD+-Stoffwechsel fließt. Dies konnten auch Hoshino et al. an Rattenlebern bestätigen und 
genauer definieren. Hier spielt die verwendete Menge an NAM eine entscheidende Rolle. 
Während 11 - 500 µM NAM zur Bildung von MNAM führen und NAD+ reduziert wird, zeigen 
deutlich höhere Konzentrationen von 1 - 10 mM NAM das Gegenteil [275].  
Dabei reichen geringe Mengen von NAM für die Verstoffwechslung über das Enzym 
NAMPT, da dessen KM-Wert bei 1 µM liegt. Der KM-Wert von NAM für die NNMT hingegen 
liegt bei 430 µM und ist damit deutlich höher [276] [277]. Die Studien von Hong et al. und 
Kraus et al. zeigten weiterhin, dass der Knockdown von NNMT keine Veränderungen der 
NAM- und NAD+-Konzentration hervorruft [52] [278]. NAMPT ist immer mit NAM abgesättigt 
und durch die Aktivität der Sirtuine nicht limitiert. Andere Studien zeigen jedoch, dass NAM 
die Aktivität von SIRT1 inhibieren kann [279] und eher der NNMT-Überexpression förderlich 
ist [52]. Durch die gesteigerte Expression von NNMT kommt es zur Entstehung von MNAM, 
welches keine inhibierende Wirkung mehr auf SIRT1 hat (Abbildung 70).  
Die eigenen Viabilitäts- und Proliferationsanalysen zeigten in allen Zelllinien eine 
signifikante Reduzierung, welche mit der erhöhten Konzentration von NAM korrelierte 
(Abbildung 71 - 72). Die Abnahme der Viabilität basiert allerdings auf der starken 
Reduzierung der Zellzahl.  
Weitere positive Effekte durch NAM-Zugabe ergaben sich für Patienten mit Hautkrebs [280] 
und für Mäuse mit Blasentumor [281]. Die Wirkung von Nicotinamid wird in diesem Fall den 
Proteinen p300 und RUNX3 (engl. Runt-related transcription factor 3) zugeschrieben.  
An dieser Stelle liegt die Frage nahe, warum die ccRCC Zelllinien diese Reaktion zeigten. 
Würde eine Verbindung zwischen der SIRT1-Überexpression und p300 existieren, würde 
dies nicht die Apoptose fördern. Die Deacetylierung von p300 und p53 durch SIRT1 bewirkt 
eine Inaktivierung, wodurch die Apoptose gehemmt wird [282] [283]. Dies spricht für eine 
sirtuin-unabhängige Regulierung der Apoptose, welcher weitere unzählige Ursachen wie 
z.B. hohe ROS-Mengen zugrunde liegen können [284]. Unterstützt wird diese Annahme 
durch die Veröffentlichung von Tanaka et al., welche in renalen Zellen aufzeigten, dass eine 
erhöhte Konzentration von MNAM renale Zellen vor dem Zelltod und der Lipotoxizität 
schützt, indem die ROS-Produktion gehemmt wird [177]. Bezieht man weitere Ergebnisse 
aus dieser Arbeit mit ein, so scheint die Interaktion zwischen NNMT und AOX1 eine 
mögliche Lösung zu sein. Eine Überexpression von NNMT führt zur Reprimierung von 
AOX1 und damit zur Reduzierung der ROS-Produktion.  
Der Einfluss der NAM-Zugabe auf die Proliferation führte bei den NNMT-niedrig 
exprimierenden Tumorzelllinien Caki-2 und 769-P zur Abnahme der Proliferation. Durch 
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Erhöhung der NNMT-Expression blieb diese unbeeinflusst. Dies bestätigt die Annahme, 
dass NNMT einen positiven Einfluss in Form einer Stabilisierung und nicht einer Erhöhung 
auf die Proliferation hat. 
Zusammengefasst lässt sich feststellen, dass NAM in den verwendeten Konzentrationen 
kein Auslöser für die erhöhte NNMT-Expression in ccRCC ist, jedoch wird die Expression 
von SIRT1 deutlich gesteigert. Die resultierende Apoptose der Zellen ist nicht auf die SIRT-
Aktivität zurückzuführen, sondern auf die Aktivität von AOX1. Die Apoptose kann durch die 
Expression von NNMT im ccRCC negativ beeinflusst werden. 
IL-6 bewirkt die Überexpression von NNMT durch die Aktivierung von zwei 
Signalwegen 
Interleukin 6 gehört zu den Interleukinen, welche Entzündungsreaktionen des Organismus 
regulieren. Unterschiedliche Studien zeigen, dass Patienten mit malignen Tumoren ein 
erhöhtes Serumlevel an IL-6 haben, so bei Blasenkrebs [285], bei Prostatakrebs [286], bei 
Darmkrebs [287] und nicht zuletzt im ccRCC [288] [100]. In der Prostata werden hohe 
Serumlevel mit einer geringeren Überlebensrate von Krebspatienten in Verbindung 
gebracht [289]. Auch bei Darmkrebs kann die Expression von IL-6 mit der Überlebensrate, 
der Tumorgröße, dem Stadium und der Metastasenbildung korreliert werden [290]. So 
erscheint es nachvollziehbar, dass IL-6 als Wachstumsfaktor fungiert und als solcher bei 
Brustkrebs und im RCC nachgewiesen wurde [291] [292].  
Ausgelöst werden die erhöhten IL-6 Spiegel in vitro in primären Tubulusepithelzellen durch 
Lipopolysaccharide, TNF-α und IL-1 [293] [294]. Die Hauptsignalwege von IL-6 beginnen 
mit der Interaktion des zweitteiligen IL-6 Rezeptors (IL-6R) mit IL-6, welcher das Signal über 
Phosphorylierungen an den JAK-STAT-Weg bzw. Ras-ERK-Weg weiterleitet 
[295] [296] [297]. Diese Phosphorylierung von STAT3 ist essenziell für die nachfolgende 
Dimerisierung, Kerntranslokalisation und DNA-Bindung [298]. Im Zellkern dient STAT3 als 
Transkriptionsfaktor verschiedener Gene wie HIF-1α [299], p53 [300], MYC [301],  
Bcl-2 [302] und MMP2 [303], um die Expression zu aktivieren oder zu inhibieren [304]. 
Tomida et al. konnten an verschiedenen Krebszellen zeigen, dass auch NNMT zu den 
Targets von STAT3 gehört [46]. 
Es stellte sich die Frage, ob IL-6 als Auslöser für die Überexpression von NNMT im ccRCC 
angesehen werden kann, indem STAT3 als Transkriptionsfaktor wirkt.  
Die Behandlung der Zellen mit unterschiedlichen IL-6 Konzentrationen und verschiedenen 
Zeitpunkten zeigte nur bei der Zelllinie 769-P eine signifikant erhöhte NNMT 
Proteinexpression (Abbildung 82). Bei den anderen Zelllinien führten höhere IL-6 
Konzentrationen zu einer starken Abnahme der Proteinexpression. 
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Entscheidend für die Signalweiterleitung von IL-6 ist das Vorhandensein des IL-6 
Rezeptors, welcher sich aus zwei UE zusammensetzt. Während die UE gp80 die 
Ligandenbindungsstelle besitzt und bei allen verwendeten Zelllinien nachgewiesen werden 
konnte (Abbildung 78), ist die UE gp130 für die Signalvermittlung essenziell [305] [306]. 
Diese fusioniert mit gp80 und ermöglicht so erst die Signalweiterleitung. Bis auf die Zelllinie 
Caki-1 besitzen alle anderen Zelllinien die UE gp130 [307]. Dies scheint die Ursache für die 
ausbleibende Reaktion von MYC, sowie STAT3 und ERK der Caki-1 Zellen auf IL-6 zu sein. 
Die 769-P Zellen zeigen eine starke Zunahme der STAT3 und ERK Phosphorylierung Das 
zeigt deutlich, dass für die Expression von NNMT beide Signalwege durch IL-6 aktiviert 
werden müssen. 
Neben STAT3 sind die Transkriptionsfaktoren HNF-1β und TGF-β für NNMT bekannt 
[47] [308]. TGF-β stellt die Verbindung zwischen ERK und NNMT dar und verdeutlicht, dass 
beide Transkriptionsfaktoren in aktiver Form vorliegen müssen, damit die Expression von 
NNMT erfolgen kann.  
Die Studien von Jung et al. konnten zeigen, dass bei hypoxischen Bedingungen aktives 
STAT3 im Kern vorliegt [309] und der Transkriptionsfaktor TGF-β im RCC überexprimiert 
ist [310].  
Neben dem aufgezeigten Zusammenhang zwischen ERK und STAT3, kommt noch die 
vorliegende Pseudohypoxie der 769-P Zellen hinzu. Dass die Hypoxie einen Einfluss auf 
ERK hat, indem die Phosphorylierung erhöht wird, konnten Jones et al. in neuronalen Zellen 
[311], Lo et al. in Endothelzellen der Rinderaorta [312] und Kronblad et al. in 
Brustkrebszellen zeigen [313]. Neben ERK wird auch STAT3 durch eine vorhandene 
Hypoxie beeinflusst, denn Synergieeffekte zwischen HIF-1α und STAT3 führen zur 
besseren Verträglichkeit von Tumoren gegenüber der CTL-vermittelten Zelllyse [314], zur 
Expression von VEGF im Prostatakrebs [315] und induzierten Angiogenese im 
Glioblastom [316]. So scheint die Hypoxie für die Expression von NNMT über ERK- und 
STAT3-Signalwege förderlich zu sein.  
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Abbildung 85: Regulierung der NNMT-Überexpression im ccRCC durch IL-6. 
Dies korreliert mit den Ergebnissen der Untersuchung der humanen Patientenproben im 
Rahmen dieser Arbeit. Diese weisen nicht alle eine NNMT Expression auf, jedoch zeigen 
jene mit positiver Expression eine nachweisbare Expression von VHL (Abbildung 15), was 
auf eine Fehlfunktion des Proteins schließen lässt. Im Umkehrschluss bedeutet dies: 
funktioniert VHL nicht, so kommt es zur Pseudohypoxie, welche eine erhöhte NNMT 
Expression zur Folge hat.  
Ein interessanter Aspekt ist jedoch, dass die Steigerung der NNMT-Expression bereits mit 
der erhöhten Zellinversion im ccRCC in Verbindung gebracht wurde. Dabei erfolgt eine 
Signalweiterleitung über den AKT-SP1-MMP2-Weg, welcher durch die erhöhte NNMT-
Expression ausgelöst wird [45]. Diese resultiert wiederum, wie gezeigt, aus der 
Pseudohypoxie mit anschließender gesteigerter IL-6-Expression und dies ist ursächlich für 
die erhöhte Inversion. Hypoxie erhöht die IL-6 Expression in vaskularen Zellen [317], 
Lungenkrebszellen [318], Prostatakrebszellen [319] und nicht zuletzt im RCC, wodurch 
nachweislich eine Zellinversion in Lymphknoten und eine Metastasierung induziert wurde 
[320] [321]. 
Abschließend ist festzustellen, dass IL-6 die Überexpression von NNMT durch die 
Aktivierung von zwei Signalwegen bewirkt. 
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6. Zusammenfassung  
Die Erforschung und Bekämpfung von Tumorkrankheiten hatten in der menschlichen 
Gesellschaft schon immer einen hohen Stellenwert. Steigende Zahlen von 
Neuerkrankungen fordern stetig neue Kenntnisse. 
Das klarzellige Nierenzellkarzinom (ccRCC) ist eine von vielen Krebserkrankungen. Viele 
Patienten weisen eine Mutation im Von-Hippel-Lindau-Gen (VHL) auf und/ oder zeigen eine 
Überexpression des Enzyms Nicotinamid-N-Metyltransferase (NNMT). 
In der vorliegenden Arbeit wurde NNMT vertiefend charakterisiert. 
Es wurden insgesamt fünf etablierte Zelllinien verwendet, die embryonale Nierenzelllinie 
HEK-293 und vier ccRCC-Zelllinien (Caki-1, Caki-2, 769-P, 786-O). Die verwendeten 
ccRCC-Zelllinien zeigten in ihrer Expression der Proteine NNMT und VHL Unterschiede, 
die eine Gruppierung ermöglichten. Die Zelllinien 769-P und Caki-2 zeigten mit ihrer sehr 
geringen NNMT-Expression eine Gemeinsamkeit. 769-P und 786-O Zellen wiesen eine 
Mutation im VHL-Gen auf, bei Caki-1 und Caki-2 war die Funktionalität nicht eingeschränkt. 
Zudem wurde eine stabile Zelllinie aus den Caki-2 Zellen generiert, die durch ein Doxycyclin 
induzierbares Tet-On-System NNMT vermehrt exprimiert (C2NNMTs). 
Diese Zelllinien wurden für Transfektionsstudien zur Überexpression oder zum Knockdown 
von NNMT genutzt, um die Einflussnahme auf die Enzyme Nikotinamid-
phosphoribosyltransferase (NAMPT), Sirtuin 1 (SIRT1), Methioninadenosyltransferase-2  
β-Untereinheit (MAT2B) und Aldehydoxidase (AOX1) zu analysieren. Die Analysen 
ergaben, dass keine einheitliche Regulierung der Proteine NAMPT und SIRT1 durch die 
NNMT-Modulation erfolgt, jedoch die Proteine MAT2B und AOX1 unter NNMT-
Überexpression herunterreguliert wurden. Des Weiteren zeigte sich eine Abhängigkeit der 
Sirtuine von NAMPT.  
Da SAM der Methyldonor von NNMT ist, wurde auch der Einfluss der 
Methioninkonzentration betrachtet. Viele der bisherigen publizierten Versuche wurden bei 
100 µM Methionin durchgeführt, was jedoch nicht der humanen Serumkonzentration 
entspricht, welche bei 20 µM Methionin liegt. Die Anpassungen der Methioninmenge auf 
20 µM in den Versuchen dieser Arbeit führten zu deutlichen Unterschieden bei der 
Regulierung der Proteine. Auf die Proliferation und die Viabilität der Zellen hatte die 
Methioninkonzentration jedoch keinen Einfluss.  
Umfangreiche massenspektrometrische Analysen führten zur Identifizierung weiterer 
Proteine, welche durch die NNMT-Modulation beeinflusst wurden. Die Identifikation einer 
Vielzahl veränderter Targets verdeutlichte den Einfluss auf den Energiemetabolismus bis 
hin zur Apoptose. Es zeigten sich unterschiedliche Regulationen von Glykolyse-, 
Respirations-, Citratzyklus-, Pentosephosphatweg- und Lipidsyntheseproteinen. Die 
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modifizierte Expression der identifizierten Targets konnte zum Teil auf die Wirkung von 
Sirtuinen zurückgeführt werden. Insgesamt ergaben sich individuelle, zellspezifische 
Regulierungen der Sirtuine durch NNMT, was die komplexe Wirkung der Sirtuine aufzeigte.  
Weiterhin wurden Untersuchungen zur erhöhten Expression von NNMT unter Einfluss von 
Nikotinamid (NAM) sowie Interleukin-6 (IL-6) durchgeführt. Die verwendeten NAM-
Konzentrationen bewirkten keine Expressionserhöhung von NNMT, hatte jedoch Einfluss 
auf NAMPT und SIRT1, verbunden mit einer starken Abnahme der Proliferation und 
Viabilität. Diese Veränderung könnte mit einer AOX1-Expression korreliert werden, die 
durch eine transiente NNMT-Überexpression beeinflussbar war. Daraus ergaben sich 
Hinweise auf eine zellstabilisierende Wirkung von NNMT. Diese Ansätze müssten in 
weiterführenden Versuchen validiert werden.   
Die Mutation des VHL-Gens im ccRCC resultiert in einer Pseudohypoxie mit anhaltender 
Aktivierung des Hypoxie-induzierten Faktors (HIF). Die Analysen zeigten, dass zwischen 
der Pseudohypoxie und der Erhöhung der NNMT-Expression ein Zusammenhang besteht, 
da IL-6 ebenfalls durch HIF-1α vermehrt exprimiert wurde. Unter diesen Bedingungen 
aktiviert IL-6 die Phosphorylierung von ERK (engl. Extracellular-signal Regulated Kinases) 
und STAT3 (engl. Signal transducer and activator of transcription 3), welche beide benötigt 
werden, um die Transkription des NNMT-Gens zu beeinflussen und die NNMT-
Proteinexpression zu fördern. In Zelllinien, die dieser Pseudohypoxie nicht unterlagen, 
konnte NNMT durch IL-6 nicht überexprimiert werden. 
Die Ergebnisse der Zelllinienstudien lassen sich gut mit den Analysen der humanen 
Gewebeproben vereinbaren und unterstreichen die individuelle, zelluläre Komplexität des 
ccRCC. Neben weiterführenden Untersuchungen an renalen Karzinomzelllinien, könnten 
anschließende in vivo Versuche an transgenen Mäusen [322], sowie humanem 
Patientenmaterial Zukunftsoptionen für das Verständnis des klarzelligen 
Nierenzellkarzinoms darstellen. Der weitreichende Einfluss der NNMT könnte dieses 
Enzym zum idealen Ansatzpunkt für die Bekämpfung der Tumorerkrankung machen, wenn 
dessen zellspezifischer Nachweis und selektive Inhibierung nicht so problematisch wären. 
So wäre das Produkt N1-Methylnikotinamid (MNAM) ein guter Indikator der Krankheit, da 
es im Urin zuverlässig nachweisbar ist, jedoch schränkt die endogene Expression dieses 
Enzyms in der Leber diese Möglichkeit ein, da bei 25 % der gesunden Menschen eine 
deutlich erhöhte NNMT-Expression in diesem Organ vorliegt. Zudem haben Diäten einen 
Einfluss auf die Expression der NNMT [323]. Daraus ergeben sich leider große 
Schwankungen bei MNAM.  
Ein standardisierter Nachweis von MNAM im Urin wäre eine gute Möglichkeit, frühzeitig auf 
die Krankheit aufmerksam zu werden und bei Verdacht dies mit einer 
Ultraschalluntersuchung zu evaluieren.   
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